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ZUSAMMENFASSUNG 
Untersuchungen zu Zytokeratinexpressionsmuster an prämalignen Tumoren 
der weiblichen Brustdrüse mittels der Gewebemicroarraytechnik 
Wüller, Ingrid Katharina 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Ermittlung von immunhistochemischen 
Expressionsmustern verschiedener monoklonaler Primärantikörper an 
benignen Mammaläsionen mit erhöhten Brustkrebsrisiko (v.a. Fibroadenome, 
Skleradenosen und duktale Hyperplasien), sowie ein anschließender Vergleich 
mit Ergebnissen von invasiven Mammakarzinomen. 
Mittels der Tissue-Microarray-Technik wurde an 313 Gewebeproben 
prämaligner Mammaläsionen die Expression der monoklonalen 
Primärantikörper (CK5/6, CK8/18, CK14, p53, p63, Ki-67, bcl-2, EGFR, c-
erbB2, Cyclin D1, ER, PR) mit immunhistochemischen Methoden dargestellt 
und lichtmikroskopisch ausgewertet.  
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass bei den Fibroadenomen, 
Skleradenosen und duktalen Hyperplasien ein sehr ähnliches 
immunhistochemisches Expressionsmuster vorliegt. Eine Heterogenität besteht 
jedoch gegenüber dem Cluster der invasiven Mammakarzinome. Eine direkte 
Vorläuferrolle der untersuchten Läsionen zum invasiven Mammakarzinom 
erscheint somit eher unwahrscheinlich zu sein. 
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1 Einleitung 
1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms 
 
Im Jahr 2004 starben in Deutschland 98.079 Frauen an bösartigen 
Neubildungen, wobei das Mammakarzinom mit 17.592 Sterbefällen unter den 
Frauen an erster Stelle stand. 
Auch die Brustkrebsinzidenz zeigt in Deutschland sowie in anderen 
europäischen Ländern in den letzten 20 Jahren einen aufsteigenden Trend. In 
der BRD wurden 1998 etwa 46.000 Brustkrebsneuerkrankungen (ca.9-10% 
aller Frauen) ermittelt, wobei ein weiterer Anstieg der Inzidenz in 2004 von etwa 
57.000 erkrankten Frauen pro Jahr festgestellt wurde. Dieser Anstieg wird aber 
auch aufgrund einer Erweiterung der diagnostischen 
Früherkennungsmaßnahmen gesehen. Zudem ist diese Erkrankung für etwa 
ein Drittel (40%) der Neuerkrankungen unter dem 60igsten Lebensjahr 
verantwortlich und die häufigste Todesursache in der weiblichen Altersgruppe 
[10].  
 
Die EUROPREVAL Studie von Micheli et al. sieht einen Anstieg der Inzidenz für 
bösartige Neubildungen in engem Zusammenhang mit einer besseren sozialen 
und wirtschaftlichen Situation (geringe Krebsprävalenz: Polen, Estland, 
Slowakei, Slowenien; hohe Krebsprävalenz: Schweden, Schweiz, Deutschland, 
Italien, Dänemark) [52]. Zeeb et al. beschreibt einen Anstieg der Mortalität für 
Mammakarzinome bei der Frau und Magen- bzw. Lungenkarzinome beim Mann 
bei den in Deutschland lebenden türkischen Einwandererfamilien gegenüber 
ihrer Heimatbevölkerung, wobei er die gesündere mediterrane Lebensweise 
dort in den Vordergrund stellt [91]. Zudem erkennt Willett et al. eine Beziehung 
zwischen der Mammakarzinominzidenz und verschiedenen Umweltfaktoren 
(USA, BRD: high-risk Population; Asien v.a. Japan und Singapur: low-risk 
Population) [88]. 
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Es werden anerkannte Faktoren benannt, die mit einem erhöhtem 
Mammakarzinomrisiko assoziiert werden [88, 14]: 
• familiäre Belastung (Verwandtschaft 1. Grades). 
• behandeltes Mammakarzinom auf der kontralateralen Seite. 
• frühe Menarche (<12. Lebensjahr), späte Menopause (>55. Lebensjahr). 
• Nullipara, späte Erstgebärende (>35. Lebensjahr). 
• Alter >50 Jahre. 
• hormonelle Imbalancen (hoher Östrogenspiegel im Blut). 
• Adipositas. 
 
1.2 Morphologie der Mamma 
 
Die weibliche Brustdrüse (Glandula mammaria) ist ein hormonabhängiges 
Organ, dessen Wachstum und Differenzierung durch komplexe 
Wechselwirkungen von Östrogen, Progesteron, Oxytocin, Prolaktin und 
weiteren Hormonen reguliert wird [14]. 
Die Mamma entwickelt sich beim weiblichen Feten im 2. Trimenon durch 
Proliferation der Basalzellen der Epidermis zu primitiven Milchgängen [14]. 
Während den ersten beiden Lebensjahren differenziert sich das Epithel weiter, 
wobei es dann nach Wegbleiben der mütterlichen Hormone zur Involution der 
Brust kommt.  
Bis zur Pubertät bestehen keine wesentlichen Unterschiede in der 
morphologischen Entwicklung der Brust bei Jungen und Mädchen. In der 
Pubertät hingegen wachsen unter Hormoneinfluss die tubulären Drüsen und es 
bilden sich Gänge und Läppchen aus.  
Die Drüsenendstücke werden als Azini bezeichnet [38]. Bei der 
geschlechtsreifen Frau besteht der Drüsenkörper aus 15 bis 20 tubulär 
verzweigten Einzeldrüsen, die in ein fibröses Stroma eingebettet sind, welches 
den Fettgewebskörper septenartig durchzieht [14]. 
Das Gangsystem wird u.a. von dem Ductus excretorius gebildet, der sich im 
Bereich der Mamille zur Pars infundibularis erweitert und im Porus excretorius 
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an die Oberfläche tritt. In Höhe der Areola befindet sich der Sinus lactifer, der 
sich basiswärts zum Ductus lactifer verjüngt, welcher sich wiederum weiter 
verzweigt. Letztendlich schließen sich die peripheren Gänge dem 
extralobulären terminalen Ductus (EDT) an, welche dann vom intralobulären 
terminalen Ductus fortgesetzt werden und schließlich in die Ductuli und Azini 
übergehen. Diese bilden die Drüsenläppchen (Lobuli). Das terminale 
Gangsegment mit den Lobuli wird auch als terminale ductulo-lobuläre Einheit 
(TDLE) bezeichnet. 
Die größeren Milchgänge werden von einem zweireihigen, die terminalen 
Gänge und die Lobuli von einem einreihigen Epithel ausgekleidet. Das v.a. für 
die Milchbildung verantwortliche luminale Epithel wird von einer äußeren 
Myoepithelschicht umgeben, die dem Sekrettransport und der Sekretabgabe 
dient. Die Basalmembran grenzt die Drüse gegen das Binde- und Fettgewebe 
ab [7]. 
 
1.3 Benigne und maligne Erkrankungen der Brust 
 
1.3.1 Benigne proliferative Läsionen der Mamma ohne Atypien 
 
1.3.1.1 Adenose/ Skleradenose 
 
Die Merkmale der Adenose/ Skleradenose bestehen in einer epithelial- 
myoepithelialen Hyperplasie und Hypertrophie der TDLE. Aufgrund einer 
unregelmäßigen Anordnung der myoepithelialen Proliferationen und einer 
Stromafibrose ist die Läppchenstruktur bei der Skleradenose weitestgehend 
aufgehoben, hingegen ist diese bei der Adenose noch erhalten [14]. Dupont 
und Page stellten ein 1,5 bis 2- fach erhöhtes Risiko für die Entstehung von 
Brustkrebs bei dem Vorhandensein einer Skleradenose fest [27]. Zudem wird 
über eine positive Korrelation zwischen einer Skleradenose und einer 
atypischen lobulären Hyperplasie (ALH) diskutiert, da eine ALH in dieser Läsion 
um ein 3- faches häufiger auftreten soll als in anderen Geweben [40]. 
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1.3.1.2 Fibroadenom 
 
Bei dem Fibroadenom handelt es sich um einen meist gut abgrenzbaren, 
rundlichen Tumor des lobulären Mantelgewebes von sehr unterschiedlicher 
Größe. Dieser kann einzeln oder multifokal auftreten und steht unter der 
normalen hormonellen Kontrolle [38]. Die grau- weiße Schnittfläche des Tumors 
lässt eine angedeutete spaltförmig gefelderte Zeichnung erkennen. Histologisch 
unterscheiden einige Autoren das perikanalikuläre Fibroadenom von dem 
intrakanalikulären Fibroadenom. Beim perikanalikulärem Fibroadenom ist das 
fibroblastische Stroma um die runden bis ovalen Drüsen angeordnet. Beim 
intrakanalikulären Fibroadenom sind die Drüsen durch das proliferierende 
Stroma zu hirschgeweihartig verzweigten, spaltförmigen Hohlräumen 
komprimiert. Das im Vordergrund stehende Stroma kann myxoide, fibrös-
zelluläre und sklerotische Eigenschaften vorweisen. Im Stroma können 
osteokartilaginäre und lipomatöse Metaplasien vorkommen, in 15-30 % 
schollige Verkalkungen und als Besonderheiten epithelogene Riesenzellen [61]. 
Juvenile Fibroadenome treten v.a. bei Frauen in der Adoleszenz und bei jungen 
Frauen auf, können aber alle Altersklassen betreffen. Häufig wird das juvenile 
Fibroadenom als ein schnell wachsender Tumor beschrieben. Fibroadenome 
neigen zu verschiedenen Veränderungen wie Zysten, sklerosierende Adenose, 
Mikrokalzifikationen und papillär- drüsigen Veränderungen. Bei diesen 
sogenannten „komplexen Fibroadenomen“ soll das relative Risiko für 
Brustkrebs erhöht sein [28]. Postmenopausal kann es auch zu regressiven 
Veränderungen in Form von Vernarbungen und dystrophen Verkalkungen 
kommen [14]. 
 
1.3.1.3 Radiäre Narbe (infiltrierende Epitheliose) 
 
Die radiäre Narbe ist durch eine sternförmige Anordnung der Drüsenproliferate 
und eine intraluminale Epithelhyperplasie gekennzeichnet. Im Zentrum dieses 
Prozesses steht eine Fibrose und Hyalinose, die häufig obliterierte Milchgänge 
mit einer starken Elastose umgeben. Das Myoepithel ist erhalten. Die größeren, 
Einleitung 
                                                                                                     5 
häufig ektatischen Milchgänge können papilläre, solide und auch kribiforme, 
zum Teil auch atypische Epithelhyperplasien und Mikrokalzifikationen enthalten 
[7]. Jacobs et al. stellten fest, dass das Brustkrebsrisiko bei Frauen mit einer 
radiären Narbe fast doppelt so hoch ist, als bei Frauen ohne diese Läsion [39]. 
Diskutiert wurde auch ein erhöhtes Mammakarzinomrisiko bei vorhandener 
radiärer Narbe in der ipsilateralen zur kontralateralen Brust. Diese Hypothese 
konnte von Nielsen et al. nicht gestützt werden [62].  
 
1.3.1.4 Phylloide Tumore („Cystosarcoma phylloides“) 
 
Phylloide Tumore sind seltene fibroepitheliale, runde oder ovalknollige Tumore, 
die sich pseudokapsulär von der Umgebung abgrenzen und teilweise 
mehrknotige Konglomerate bilden. In der meist gelb-grauen Farbe der 
Tumorschnittfläche werden teilweise auch Zysten, Nekrosen und Blutungen 
sichtbar. Dieser zelldichte, dem Fibroadenom verwandte Tumor, kann im 
Gegensatz zum Fibroadenom zelluläre und nukleäre Polymorphismen, 
Riesenzellen sowie Stromametaplasien enthalten. Ein gehäuftes Auftreten der 
phylloiden Tumore findet sich vor allem in der vierten Lebensdekade. Die 
Dignitätsabschätzung ist schwierig. Es werden benigne, borderline und maligne 
phylloide Tumore unterschieden. Die Klassifikation erfolgt nach Mitoseaktivität, 
Kernpolymorphismen, Nekrosen und Tumorgröße. Weitere Parameter sind das 
Überwuchern des Stromas und der Tumorrand (infiltriert oder scharf 
abgegrenzt). Die malignen Tumore sind durch sarkomatös transformiertes 
Stroma gekennzeichnet, das gewöhnlich in einer myxoiden Grundsubstanz 
gebündelte oder faszikuläre Formationen von Spindelzellen mit Eigenschaften 
eines Fibroadenoms enthält, ferner netzartige und aufgelockerte Zellverbände 
sowie wenig differenzierte und pleomorphzellige Texturen aufweist [7; 50]. Der 
mesenchymale Anteil kann Fettgewebsinseln, quergestreifte Muskulatur und 
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1.3.2 Duktale Hyperplasie ohne Atypien (Usual Duktal Hyperplasia, 
UDH) 
 
Die UDH zeigt eine intraduktale epitheliale Hyperplasie aus Epithelzellen mit 
basalem Keratintyp (CK5/6/14) und Drüsenepithelien mit luminalem Keratintyp 
(CK8/18/19). Morphologisches Kennzeichen der UDH ist eine intraluminale, 
bunte, ungeordnete Epithelproliferation aus spindelzelligen und zylindrischen 
Zellen mit schlecht oder nicht erkennbaren Zellgrenzen. Form, Größe und 
Architektur der Zellen mit schlecht oder nicht erkennbaren Zellgrenzen reicht 
von polygonalen, spindelzelligen bis zu zylindrischen Zellen. Auch die meist 
ovalen, teils runden euchromatischen Zellkerne unterscheiden sich in Größe, 
Form und Lagerung und zeigen Überlappungen. Bei paralleler Lagerung der 
Kerne entsteht der Eindruck eines Strömens und Fließens der Zellen [11; 13].  
Nach dem Ausmaß der Proliferation werden leichte fokale Hyperplasien von 
mittelgradigen und komplexen Läsionen mit komplett ausgefüllten Lumen 
unterschieden.  
Zur Unterscheidung einer UDH zur duktalen Neoplasie ist der Nachweis 
atypischer monomorpher Zellproliferationen von Bedeutung. Im frühen Stadium 
des klonalen Zellwachstums findet sich meist nur ein Zelltyp (kleinzelliger Typ, 
Zylinderzell-/ Spindelzelltyp, polygonaler Typ, polymorpher Typ oder apokriner 
Typ). 
Weiterhin dient der Beurteilung der UDH das Wachstumsmuster. Papilläres 
Wachstum liegt bei Tumoren mit echten Papillen mit meist schmalen 
Stromakernen vor. Außerdem können sich Zellbrücken ausbilden, die das 
Lumen der Gänge durchkreuzen können. Vollständig mit Epithel ausgekleidete 
Lumina der Drüsen werden als solides Wachstum bezeichnet und zum Teil 
befinden sich noch kleine Ausführungsgänge am Rand des ehemaligen Duktus 
(cribiformes/ fenestrierendes Wachstum). Mikropapilläres Wachstum mit 
Ausbildung von kleinen starren ins Lumen reichenden Epithelknospen findet 
sich gehäuft beim Kleinzell- und Zylinderzelltyp. Eine tapetenartige Auskleidung 
der Drüse mit Tumorzellen (Clinging- Typ) kann bei allen Zelltypen auftreten 
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[13]. Sehr selten wird auch eine Hyperplasie der myoepithelialen Zellen 
beobachtet [58; 68; 78]. Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass etwa 
4% der Frauen mit bekannter UDH in einem Zeitraum von 15 Jahren ein 
Karzinom entwickeln. Es besteht ein 1,5 bis 2-fach erhöhtes Risiko zur 
Entwicklung eines Mammakarzinoms gegenüber der gesunden Bevölkerung 
[27; 67]. 
 
1.3.3 Atypische Hyperplasie 
 
1.3.3.1 Atypische lobuläre Hyperplasie (ALH) 
 
Die atypische lobuläre Hyperplasie und das lobuläre Carcinoma in situ (LCIS) 
stehen in enger Verbindung zueinander. Kennzeichnend für die ALH ist eine 
neoplastische Proliferation des lobulären Epithels mit hellem Zytoplasma und 
großen runden Zellkernen, wodurch die Ductuli (Azini) nur zum Teil (bis zu ca. 
50%), d.h. mit Restlumina, ausgefüllt werden und es somit zu keiner 
wesentlichen Vergrößerung der Läppchenstruktur kommt. Durch eine intakte 
Basalmembran und durch die Myoepithelzellschicht werden die proliferativen 
Zellen vom angrenzenden, gefäßführenden Stroma getrennt. Somit bleibt die 
Läppchenstruktur erhalten. Es ist häufig ein makroskopischer und/ oder 
mammographischer Zufallsbefund, da diese Läsion meist nicht palpable ist und 
häufig asymptomatisch verläuft.  
Page et al. beschreiben in einer Kohortenstudie ein 3-fach erhöhtes 
Brustkrebsrisiko in der betroffenen Brust gegenüber der nicht erkrankten 
kontralateralen Brust [69]. Das relative Risiko für Brustkrebs bei Frauen mit 
einer ALH wird mit 3,1 aufgezeigt [72]. In einer früheren Studie unterscheidet 
Page noch zwischen der ALH mit Befall von Lobuli und Ductuli (relatives Risiko 
der Brustkrebsentwicklung: 6,8) und der ALH allein (Relatives Risiko: 4,3) oder 
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1.3.3.2 Atypische duktale Hyperplasie (ADH) 
 
Die atypische duktale Hyperplasie wird häufig als ein Anfangsstadium des 
duktalen Carcinoma in situ (DCIS) diskutiert und es ist auch in vielen 
zytologischen Merkmalen nur schwer vom DCIS zu unterscheiden. In der ADH 
finden sich viele Veränderungen, die im DCIS oder in der UDH vorkommen, 
aber die ADH lässt sich keiner der beiden Läsionen direkt zuordnen.  
Nachdem die ADH lange Zeit nicht genau definiert werden konnte, ergeben sich 
nun histologische Kriterien, die als morphologische Merkmale anerkannt sind. 
Somit wird die ADH als eine klonale neoplastische Epithelproliferation mit den 
histologischen Kriterien einer Non- High- Grade DCIS definiert. Histologisch 
kennzeichnend ist eine Proliferation monomorpher, atypischer Zellen, die mit 
einem cribiformen (Römische Brücken, Trabekel, starre Mikropapillen) oder 
soliden Wachstumsmuster einhergehen. Es werden nur wenige Mitosen und 
keine Nekrosen gefunden. Myoepithel und Basalmembran sind intakt. Die 
Läsion ist auf die Läppchen begrenzt. 
Vor allem bestehen qualitative Unterschiede der Zellproliferation zur 
Unterscheidung der ADH mit atypisch monomorphen Zellen gegenüber der 
UDH mit einem gemischtzelligen bunten Zellbild. Eher quantitative 
Unterschiede mit der Aussparung der Gänge zeigen sich bei der Abgrenzung 
der ADH zum niedrig und intermediär differenzierten DCIS [13]. 
Auf der Grundlage einer Langzeitstudie von Page et al. ist die spätere 
Entwicklung eines Mammakarzinoms bei der ADH wie auch bei der ALH um 
das 4 bis 5-fache gegenüber der Allgemeinbevölkerung gesteigert [70]. Bei 
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1.3.4 Carcinoma in situ 
 
1.3.4.1 Lobuläres Carcinoma in situ (LCIS) 
 
Das lobuläre Carcinoma in situ wird als eine präkanzeröse Erkrankung der 
Brust angesehen, die mit einer Erkrankungsrate von 0,5% bis 3,6% in der 
Allgemeinbevölkerung als Diagnose gestellt wird [71; 34]. Da das LCIS meist 
keine klinischen Symptome verursacht und meist nicht palpabel ist, wird es 
häufig als Begleitbefund (z.B. bei Fibroadenomen, sklerosierender Adenose) 
bzw. als Zufallsbefund gefunden oder als atypische lobuläre Hyperplasie 
missgedeutet. Häufig treten Mikrokalzifikationen auf, die dann in der 
Mammographie nachweisbar sind. Histologisch stellt das LCIS eine solide, die 
Ductuli (Azini) der Drüsenläppchen ausfüllende Neoplasie von isomorphen 
kleinen Zellen dar, die häufig extralobuläre Gangsegmente sowie Gruppen von 
Lobuli im Sinne eines multifokalen und multizentrischen Wachstums mit 
einbezieht. In den meist hyperchromatischen Kernen finden sich keine Mitosen 
[8]. Das Zytoplasma enthält häufig in Vakuolen gespeicherte 
Mukopolysaccharide. Bei verstärkter intrazellulärer Schleimbildung imponieren 
diese als Siegelringzellen. Laut Andersen et al. sind diese Zellen aber von 
keiner prognostischen Relevanz [2]. Die proliferierenden Zellen werden durch 
eine Basalmembran und erhaltenen bis atrophischen Myoepithelzellen vom 
Stroma abgegrenzt. Die lobuläre Neoplasie füllt typischerweise alle Ductuli 
eines Läppchens gleichmäßig aus, womit eine Flächen- und Volumenzunahme 
des einzelnen Lobulus und eine Verdrängung des peripheren Mantelgewebes 
verbunden ist. Zelluläre Stromareaktionen fehlen oder sind nur geringgradig 
ausgeprägt [8]. 
Differentialdiagnostisch zur ALH umfasst die neoplastische Proliferation der 
Zellen des LCIS mehr als 50% der Azini in einer TDLE und füllt das 
Drüsenlumen komplett aus [8; 48].  
Untersuchungen von Page et al. [71], Rosen et al. [75] und Haagensen et al. 
[34] haben gezeigt, dass das LCIS mit einem 7 bis 9- fachen Karzinomrisiko 
behaftet ist. 
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1.3.4.2 Duktales Carcinoma in situ (DCIS; intraduktales Karzinom) 
 
Histologisch werden durch eine fortlaufende neoplastische Proliferation der 
epithelialen Tumorzellen in den TDLE nicht nur die terminalen Gangsysteme mit 
atypischen und transformierten Zellen ausgekleidet, sondern es kommt zum 
Befall des gesamten Lobulus. Dieses führt zu einer Ausweitung der TDLE, aber 
die Basalmembran und die Myoepithelzellschicht bleiben intakt. Ähnlich wie bei 
der UDH werden auch bei der DCIS verschiedene histologische 
Wachstumsformen (Komedokarzinom, DCIS mit kribiformen Wachstum, DCIS 
mit mikropapillären Wachstum, Solides DCIS) unterschieden, wobei sie zumeist 
nicht homogen in einem DCIS ausgebildet sind [59]. Zudem bestehen 
Klassifikationen nach Komedonekrosen, nach Zellgröße und nach dem 
Kernmalignitätsgrad [13]. 
Aktuell wird europaweit zur Einstufung des Malignitätsgrades des DCIS 
aufgrund histologischer und zytologischer Kriterien meistens das von Holland et 
al. beschriebene Gradierungssystem verwendet [37]: 
• Gut differenziertes DCIS: in Form und Größe gut differenzierte Zellen und 
Zellkerne mit wenigen Atypien und wenigen Mitosen. 
• Intermediär differenziertes DCIS: Die vorhandenen Pleomorphismen der 
Nuclei reichen noch nicht für ein schlecht differenziertes DCIS aus. 
• Schlecht differenziertes DCIS: viele Atypien, eine sehr hohe 
Mitoseaktivität, teilweise sehr ausgeprägte Nekrosen. 
Die van-Nuys Klassifikation der DCIS nach den histologischen Kriterien und in 
Verbindung mit den Faktoren „tumorfreier Resektionsrand“ und Tumorgröße 
wurde von Silverstein et al. als ein prognostischer Index für diagnostische und 
therapeutische Empfehlungen des DCIS entwickelt [81]. Hierbei werden zu 
verschiedenen errechneten Scores unterschiedliche Therapievorschläge 
gemacht.  
In den Frühstadien der Erkrankung besteht nur die Möglichkeit des 
histologischen Nachweises des intraduktalen Karzinoms. Bei weiterer 
Proliferation der Tumorzellen und Ausweitung der TDLE kann der Tumor 
getastet werden oder bei Kalzifikationen können diese mammographisch 
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dargestellt werden. Klinisch sind auch blutiger Mamillenausfluß oder 
Hautulzerationen im Mamillenbereich verdächtig für ein DCIS. Die spätere 
Entwicklung von Brustkrebs bei diagnostizierten DCIS ist wie auch beim LCIS 
um ein Vielfaches erhöht (Relatives Risiko: 11) [27].  
 
 
1.3.5 Invasives Mammakarzinom  
 
Beim invasiven Mammakarzinom werden verschiedene Typen unterschieden. 
Das invasive duktale Karzinom (sog. not otherwise specified tumors) tritt mit 
einer Häufigkeit von etwa 80 % auf. Dieses Karzinom bildet eine inhomogene 
Gruppe und weist keine speziellen Differenzierungsmerkmale auf. Histologisch 
findet man kohäsive Verbände polymorpher Zellen, die in trabekulären, 
glandulären und/ oder soliden Formationen innerhalb eines wechselnd stark 
ausgeprägten sklerosierten oder desmoplastischen Stroma proliferieren.  
Mit einer Häufigkeit von etwa 10 bis 20% aller invasiven Tumore tritt laut Mallon 
et al. das invasiv lobuläre Mammakarzinom auf [49]. Die vier Subtypen 
(pleomorpher, klassischer, tubulolobulärer, alveolärer Subtyp) des invasiv 
lobulären Karzinoms weisen einen Verlust der interzellulären Adhäsion und ein 
häufig fokales Wachstum auf.  
Wesentlich seltener treten tubuläre, kribiforme, muzinöse, papilläre, medulläre, 
apokrine, adenoid-zystische und metaplastische (u.a.) Mammakarzinome auf.  
Weitere prognostische und reproduzierbare Aussagen über den Malignitätsgrad 
eines invasiven Tumors leiten sich aus weiteren Differenzierungseigenschaften 
eines Mammakarzinoms ab. Elston und Ellis erarbeiteten in einer 
Langzeitstudie einen prognostischen Bewertungsscore, indem die 
histologischen Parameter Tubulusbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate im 
Rahmen eines Scores beurteilt und in drei verschiedene Grade (1-3) 
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1.4 Immunhistochemische Marker 
 
 
1.4.1 Cytokeratine (CK) 
 
Die Intermediärfilamente bilden einen wichtigen Bestandteil des Cytoskeletts. 
Diese Intermediärfilamente werden in 6 Hauptgruppen unterteilt, zu denen u.a. 




Intermediärfilament- Protein Hauptvorkommen 
Typ 1 saure Cytokeratine Typ1 Epithelzellen / Derivate der 
Epidermis z.B. Haare, Nägel 
Typ 2 basische/ neutrale Cytokeratine  Epithelzellen 
Typ 3 Vimentin mesenchymale Zellen 
  Desmin Muskelzellen 
  Gliafilament- Protein (GFP) Astrozyten 
  Peripherin periphere Neuronen 
Typ 4 Neurofilamentäres 
Triplettprotein 
Neuronen 
  Alpha- Internexin Neuronen 
Typ 5 nukleäres Laminin Zellkerne 
Typ 6 Nestin neuroepitheliale Stammzellen 
 
Tabelle 1 Haupttypen intermediärer Filamente [53]. 
 
Moll et al. identifizierte zunächst 19 verschiedene Cytokeratine, aber konnte 
den Katalog der menschlichen Cytokeratine noch um das CK20 erweitern [55; 
57]. Diesen epithelialen Cytokeratinen ist die positive Reaktion mit Antikörpern 
gegen epidermales alpha-Keratin-Protein gemeinsam. Die 20 epithelialen 
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Cytokeratine werden noch um 10 weitere harte Cytokeratine der haar- und 
nagelbildenden Zellen ergänzt [53]. 
Die Cytokeratine werden aufgrund eines unterschiedlichen isoelektrischen 
Punktes innerhalb der Aminosäuresequenzen in zwei Subgruppen unterteilt: 
• Typ 1: saure Cytokeratine (CK9 bis 20). 
• Typ 2: neutrale und basische Cytokeratine (CK1 bis 8). 
In den Epithelzellen liegen stöchiometrische Mengen an Cytokeratin Typ 1 und 
Typ 2 vor, da sich jeweils ein Typ 1-CK mit einem Typ 2-CK zum Heterodimer 
verbindet. Anschließend entsteht mit Hilfe eines Protofilaments aus zwei 
Heterodimeren ein Tetramer, welches dann das endgültige CK-Filament bildet 
[53; 22].  
Die Cytokeratine können zudem nach ihrem unterschiedlichen 
Expressionsmuster, das in hohem Maße mit dem epithelialen Zelltyp und dem 
Differenzierungsgrad korreliert, eingeteilt werden [53]: 
• Höher molekulare plattenepitheltypische CK (Typ 2: CK1 bis 6, Typ 1: CK9 
bis 17). 
• Niedrig molekulare zylinderepitheltypische CK (Typ 2: CK7 und 8; Typ 1: 
CK18 bis 20). 
Es ist bekannt, dass das luminale Epithel einer gesunden Brustdrüse v.a. die 
zylinderepithelialen Cytokeratine (CK7, CK8, CK18, CK19) exprimiert (aber 
nicht CK20) und dass das myoepitheliale Epithel v.a. die plattenepithelialen 







Das p53 Gen wurde erstmalig 1979 als ein zelluläres Phosphoprotein, welches 
an das Antigen des SV40 DNA Virus bindet, beschrieben [47]. P53 ist auf dem 
kurzem Arm des Chromosom 17 (Position 17p13.1) lokalisiert und kodiert für 
ein 53kDa Protein aus 353 Aminosäuren. Das Amino-terminale Ende dieses 
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Proteins dient der Aktivierung der Transkription. Die mittlere DNA-
Bindungsdomäne bindet spezifische DNA-Sequenzen. Die dritte Domäne, das 
Carboxy-terminale Ende des Proteins, stabilisiert den mittleren Anteil, was 
essentiell zur DNA Bindung beiträgt [44; 46]. Die Konzentration des p53 in 
gesunden Zellen ist gering (Halbwertszeit 20 Minuten) und in einigen dieser 
Zellen liegt das p53 auch in einer latenten (inaktiven) Form vor [44]. Das p53 
Protein spielt bei der Kontrolle des Zellzyklus, bei der DNA Reparatur und 
Synthese, bei der Zelldifferenzierung und der Apoptose eine zentrale Rolle.  
Erst 1989 wurde in einer Studie mit Kolonkarzinomen entdeckt, dass es sich 
hierbei um das Genprodukt eines Tumorsuppressorgens handelt [23]. Levine et 
al. zeigte, dass 60% der Malignome Mutationen im p53-Gen aufwiesen und 
zudem ein kompletter Verlust der Wildtyp-Allele bestand [45]. Mäuse mit 
Mutationen im p53-Gen waren in ihrer Entwicklung und Differenzierung 
unauffällig, entwickelten aber innerhalb kürzester Zeit multiple Tumore [26].  
Nur das mutierte p53 unterstützt ein abnormales Zellwachstum, wohingegen 
das Wildtyp p53 eine Tumorsuppressorfunktion besitzt. Die 
Transkriptionsfunktion des p53 Gen kann durch die Modifikation des Gens 
selbst oder posttranskriptional z.B. durch Phosphorilierung und durch die 
Interaktion mit zellulären (z.B. mdm2) oder viralen Proteinen (SV40T Antigen, 





Daniel Caput und seine Mitarbeiter [20] beschrieben 1997 als erste ein dem p53 
Gen sehr ähnliches Gen, das p73, und kurze Zeit später wurde auch das p63 
Gen isoliert [89]. Wie auch das p53 aktivieren p63 und p73 
Transkriptionsfaktoren und bewirken die Apoptose. Die Struktur des p63 Gens 
(auch bezeichnet als KET, p51, p40, p73L) und des p53 Gens ist sehr ähnlich 
[64; 77; 89]. Auch das p63 Gen besteht aus einem Amino-terminalen Ende, 
einer DNA Bindungsdomäne und einem Carboxy-terminalen Ende, welche sich 
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nur wenig von dem p53 Gen unterscheiden. Das p63 Gen kodiert aber 6 
verschiedene Proteine (TAp63alpha, TAp63beta, TAp63gamma, Np63alpha, 
Np63beta, Np63gamma) als Folge von alternativen Splicing am C-terminalen 
Ende und verschiedener Promotoren [89]. Die drei TA-Isoformen (TAp63alpha, 
beta, gamma) werden von einem 5´Promoter transkribiert und kodieren 
Proteine, die für die Transaktivierung, DNA Bindung und Oligomerisation 
benötigt werden. Von einem Intron am 3´Promoter werden die drei N-Isoformen 
(Np53alpha, beta, gamma) transkribiert. Ähnlich dem p53 Protein kann auch 
das TAp63 Protein DNA binden, Transkription von p53 abhängigen Genen 
aktivieren und auch die Apoptose induzieren [64; 89]. Yang et al. zeigten eine 
Expression des p63 Proteins (vor allem die Np63 Isoformen) in den Basalzellen 
verschiedener epithelialer Gewebe und stellten die Np63 Isoform als einen 
dominant-negativen Faktor der p63 und p53 Transaktivierung dar [89]. Di Como 
et al. erkannten eine starke Expression des p63 Proteins vor allem im Nucleus 
der epithelialen Zellen in mehrschichtigen Epithelien, wie Haut, Oesophagus, 
Exocervix, Tonsillen, Harnblase und in glandulären Strukturen, wie Brustdrüse 
und Prostata [25]. Studien mit Mäusen mit einem Mangel bzw. Fehlen des p63 
Gens zeigten, dass p63 wichtig für die epitheliale Proliferation und 
Differenzierung ist [90]. Unterstützt wird die Aussage auch noch durch die 
Auswirkungen einer p63 Mutation in dem autosomal dominant vererbten EEC 
(Ectrodactily, Ectodermal dysplasia and facial Clefts) Syndrom [21]. 
In verschiedenen Studien mit p63 und smooth muscle protein (SMA), ein 
spezifischer Marker des Zytoplasmas in Myoepithelzellen, wurde deutlich, dass 
auch das p63 vor allem in den myoepithelialen Zellen des duktalen und 
alveolären Epithels der Mamma exprimiert wird [74]. Barbareschi et al. [4] 
beschreibt p63 sogar als hoch spezifischen und sensitiven Marker der 
Myoepithelzellen, der aber nach Aussagen von Ribeiro-Silva et al. [74] nicht zur 
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1.4.3 Mib-1  
 
Erstmals beschrieben Stein et al. 1981 in einer Studie über Hodgkin- und 
Sternberg-Reed Zellen den monoklonalen Mausantikörper Ki-67 [83]. 
Der Antikörper Ki-67 erkennt ein nukleäres Antigen in allen Phasen des 
Zellzyklus (G1-, S-, G2-, M-Phase) mit Ausnahme der G0- Phase und ist im 
Interphasekern, im nukleolären Kortex und im fibrillären dichten Kompartiment 
lokalisiert [18]. Dieser Antikörper hat somit den Vorteil, dass er nicht nur 
proliferierende Zellen in der Mitosephase erkennen kann, sondern während des 
gesamten Zellzyklus. Der neuere Mib-1 Antikörper erkennt native Ki-67 
Antigene. Mib-1 hat jedoch den Vorteil das Antigen auch auf formalinfixierten 
oder paraffineingebetteten Gewebe zu erkennen, wohingegen der Ki-67 
Antikörper v. a. bei frischem Gewebe bzw. Gefrierschnitten anwendbar ist [32]. 
Es besteht jedoch eine signifikante Korrelation zwischen dem Mib-1 und dem 




Die ErbB- Onkogen- Familie spielt eine große Rolle beim Zellwachstum und 
Differenzierung in benignen und malignen Geweben. 
Als erstes wurde der EGFR (Epidermal growth factor receptor) in der erbB-
Onkogen-Familie als menschliches Homolog zum v-erbB Gen identifiziert. Das 
v-erbB Gen, welches für ein 68kDa Glykoprotein mit Tyrosinkinaseaktivität 
kodiert, kann nach intramuskulärer Injektion eines v-erbB-Gen tragendem 
Viruses Erythroblastosis und/ oder Sarkome induzieren [31]. 
Die transmembranöse und zytoplasmatische Domäne des EGFR ist fast 
identisch mit den entsprechenden Domänen des viralen Onkoproteins v-erbB. 
Semba et al. beschreiben zudem ein v-erbB verwandtes Gen, das c-erbB2 [79]. 
Die c-erbB3 und c-erbB4 weisen ebenfalls eine starke Homologie zu den 
beiden anderen Mitgliedern der c-erbB-Onkogen-Familie auf. 
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Onkogen-Subtyp Rezeptor Ligand 
c-erbB1 (HER-1) EGFR EGF 
    TGF-alpha (Transforming growth factor) 
    Beta Cellulin 
    Heparin binding growth factor 
    Amphiregulin 
c-erbB2 (HER-2) neu- Protein (185 kDa) ? (Heregulin) 
c-erbB3 (HER-3) c-erbB3 Heregulin 
    neu differentiation factor 1+2 
c-erbB4 (HER-4) c-erbB4 Heregulin 
    neu differentiation factor 1+2 
 
Tabelle 2 Die c-erbB-Onkogen-Familie [76]. 
 
1.4.4.1 Epidermal growth factor receptor (EGFR) 
 
Das EGFR-Gen ist auf dem Chromosom 7p13-q22 lokalisiert und kodiert für ein 
170kDa Zellmembranrezeptorprotein. Der EGF Rezeptor stimuliert 
Zellwachstum und Differenzierung nach der Bindung spezifischer Liganden. 
Dieser Rezeptor besteht aus einer intrazellulären Domäne mit intrinsischer 
Tyrosinkinase-Aktivität und einer extrazellulären Domäne zur Ligandenbindung. 
Eine transmembranöse Domäne verbindet diese beiden Abschnitte. Nachdem 
ein Ligand am EGFR gebunden hat, kommt es unverzüglich zur 
Autophosphorylierung des Rezeptors und anschließend zur Dimerisierung eines 
anderen erbB-Rezeptors. Bevor das Protein internalisiert wird, wird eine 
Tyrosinkinase aktiviert, die wiederum intrazelluläre Proteine phosphoryliert, die 
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1.4.4.2 c-erbB2 Onkogen 
 
Das c-erbB2 Onkogen auf Chromosom 17q21 kodiert ein transmembranäres 
Glykoprotein von 185kDa (bekannt als p185), das mit einer intrazellulären  
tyrosinkinasehaltigen Domäne und mit einer extrazellulären Komponente 
verbunden ist, die dem Aufbau des epidermalen growth factor receptor (EGFR) 
entspricht [33; 82]. Das c-erbB2 und das HER-2 (Human Epidermal growth 
factor Rezeptor) sind zwei häufig zusammen verwendete Begriffe für das 
humane Gen, wohingegen das Akronym „neu“ sich vom Neuroglioblastom der 




Das bcl-2 Gen (B-cell-leukaemia and lymphoma 2 gene), welches auf dem 
langem Arm des Chromosom 18 (18q21) lokalisiert ist, wurde erstmals 1984 im 
Rahmen von Untersuchungen von t(14/18) Chromosomentranslokationen bei B-
Zell-Leukämien und in follikulären Non-Hodgkin Lymphomen beschrieben [85]. 
Das bcl-2 Gen kodiert ein 26kDa Protein, das über ein charakteristisches 
hydrophobes Carboxy-terminales Ende verfügt und als integrales 
Membranprotein in der Kernmembran, im endoplasmatischen Retikulum und in 
der äußeren Membran der Mitochondrien zu finden ist [35].  
Das bcl-2 Protein reguliert d.h. stimuliert oder blockiert als Apoptoseinhibitor 
neben anderen Onkogenen den programmierten Zelltod. Der Wirkmechanismus 
ist aber nur ansatzweise aufgeklärt. 
Nicht nur in hämatopoetischen Zellen wird bcl-2 exprimiert, sondern auch in 
epithelialen Zellen, welche Hockenbery et al. in 3 Gruppen einteilen [36]: 
1. Drüsenepithel, in dem Hormone und Wachstumsfaktoren Hyperplasie und 
Involution regulieren, wie Mamma, Prostata, Endometrium, Ovar. 
2. Komplex-differenziertes Epithel mit langlebigen Stammzellen, wie die Haut 
oder das Gastrointestinum. 
3. langlebige postmitotische Zellen, wie Neurone. 
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1.4.6 Cyclin D1 
 
Die Cyclin-Gene werden in zwei Hauptgruppen eingeteilt [60]: 
Die Gruppe der G1-Cycline, die während der G1- Phase des Zellzyklus maximal 
exprimiert werden und dort den Übergang in die S-phase regulieren, umfasst 
die Cycline C, D1, D2, D3 und E. Die Mitose-Cycline (Cyclin A, B1 und B2) sind 
bei dem Übergang der G2/M- Phase von Bedeutung. In der G1-Phase des 
Zellzyklus bis zum Restriktionspunkt bildet Cyclin D1 einen Komplex mit CDK4 
und CDK6 (cyclin-dependent proteinkinase). Durch die aktivierten CDK4 und 6 
wird das Retinoblastoma-Protein (pRb), das die Transkriptionsfaktoren E2F und 
DRTF-1 bindet, schrittweise phosphoryliert. Nach dem Restriktionspunkt wird 
Cyclin E synthetisiert, welches die CDK2 aktiviert. Diese phosphoryliert jetzt das 
pRb-Protein an einer vierten Stelle, was zur Freisetzung der 
Transkriptionsfaktoren führt, die für die S-Phase benötigt werden. 
Eine erhöhte Expression des Cyclin D1-Gens aufgrund verschiedener 
chromosomaler Translokationen wurde als erstes in B-Zell-Lymphomen und 
Nebenschilddrüsenadenomen beschrieben. Das Cyclin D1-Gen ist auf dem 
langen Arm des Chromosoms 11 (11q13) lokalisiert und kodiert für ein 34kDa 
Cyclin (295 Aminosäuren). Synonyme des Cyclin D1 sind PRAD1 (Parathyroid 
Adenomatosis 1), Bcl-1, D11S287 oder CCND1 [1; 51]. 
Untersuchungen an Cyclin D1 negativen Mäusen zeigten, trotz zeitgerechter 
Entwicklung des Embryos, eine reduzierte Körpergröße der Mäuse und eine 
hypoplastische Retina mit verringerter Zellzahl. Zudem wurde die laktierende 
Brustdrüse ungeachtet der zirkulierenden ovariellen Hormone nicht ausgebildet. 
Diese Ergebnisse lassen eine Abhängigkeit der steroidabhängigen Entwicklung 
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1.4.7 Hormonrezeptoren: Östrogen (ER)- und Progesteronrezeptor 
(PR) 
 
Die Hormonrezeptoren sind Transkriptionsfaktoren, die durch entsprechende 
Liganden aktiviert oder inhibiert werden. Der Aufbau dieser Rezeptoren besteht 
aus drei Abschnitten. Die Amino-terminale A/B-Domäne ist beteiligt an der 
Transaktivierung der Gene. Die C-Domäne besteht aus der sog. 
Zinkfingerstruktur und spielt eine Rolle bei der DNA-Bindung und 
Rezeptordimerisierung. Die Carboxy-terminale (E/F) Domäne bindet in 
Abhängigkeit von Coaktivatoren bzw. Corepressoren rezeptorspezifische 
Liganden und ist wichtig bei der nukleären Translokation, der 
Rezeptordimerisierung und der Modulation der Genexpression [6]. Zunächst 
wurde nur der ER alpha Rezeptor, der auf Chromosom 6q25.1 kodiert ist 
(66,2kDa Protein), isoliert. Erst 1998 wurde das komplette 530 Aminosäuren 
umfassende ER beta Protein beschrieben (kodiert auf Chromosom14q22-24) 
[63]. ER alpha und ER beta weisen eine starke Homologie zueinander auf und 
unterscheiden sich vor allem durch verschiedene Transaktivierungsdomänen.  
Der Progesteronrezeptor ist auf Chromosom 11q22-23 kodiert und es wurden 
bisher 3 Isoformen (PR-A; PR-B; PR-C) in Mammakarzinomen identifiziert [86]. 
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2 Fragestellung 
 
Der Fortschritt in Diagnostik und Therapie der Mammakarzinome und die 
Forderung nach Früherkennungsuntersuchungen stellt hohe Ansprüche an die 
pathomorphologische Diagnostik von prämalignen Läsionen der Brustdrüse.  
In dieser Arbeit wurden benigne Mammaläsionen mit erhöhtem Karzinomrisiko 
v.a. Fibroadenome, Skleradenosen und duktale Hyperplasien mithilfe 
verschiedener monoklonaler Primärantikörper (CK5/6, CK8/18, CK14, p53, p63, 
Ki-67, bcl-2, EGFR, c-erbB2, Cyclin D1, ER, PR) angefärbt und anschließend 
wurde der prozentuale Anteil der positiv angefärbten Zellen der verschiedenen 
Läsionen ermittelt und mit den anderen untersuchten Läsionen verglichen. 
Zudem wurden die Ergebnisse dieser Arbeit an Fibroadenomen, Skleradenosen 
und duktalen Hyperplasien mit Ergebnissen an invasiven Mammakarzinomen 
verglichen. 
 
Ziele dieser Arbeit sind:  
1. Ermittlung einer Definition von immunhistochemischen 
Expressionsmustern in den untersuchten benignen Mammatumoren mit 
erhöhtem Karzinomrisiko.  
 
2. Ausarbeitung eines Vergleichs der ermittelten immunhistochemischen 
Expressionsmuster in benignen Mammatumoren mit Ergebnissen von invasiven 
Mammakarzinomen. 
 
3. Darstellung von Übereinstimmungen von Regulationsmechanismen 
zwischen postulierten Vorstufen des invasiven Mammakarzinoms, wie dem 
Fibroadenom, der Skleradenose und der duktalen Hyperplasie und dem 
Mammakarzinom. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1  Material 
 
Grundlage dieser Untersuchung bildete bioptisches Material der Mamma aus 
der Zeit zwischen 1995 und 1997, welches vom Pathologischen Institut des 
Klinikums Osnabrück unter der Leitung von Prof. Dr. med. R. H. Krech zur 
Verfügung gestellt wurde. Aus diesen insgesamt 313 in Paraffin eingebetteten 
Gewebeproben wurden routinemäßig mit Hämatoxylin-Eosin gefärbte 
Schnittpräparate zur Diagnosesicherung angefertigt. Zudem waren diese 
Schnittpräparate hilfreich beim Auffinden der benignen und prämalignen 
Läsionen in den Paraffin-eingebetteten Gewebeproben, die dann als 
Stanzbiopsie bei der Tissue-Microarray (TMA) Herstellung verwendet wurden. 
Die Klassifikation nach Elston und Ellis diente als Grundlage bei der Beurteilung 
histologischer Kriterien [29].  
 
 
Läsion  Anzahl 
Fibroadenom 167 
Skleradenose (SA) 93 
duktale Hyperplasie (DH) 33 
duktale Hyperplasie/ Sklerosierende Adenose 10 
phylloide Tumore 6 
radiäre Narbe 3 
ADH/ Fibroepitheliale Hyperplasie 1 
Gesamtanzahl 313 
 
Tabelle 3 Übersicht der untersuchten benignen und prämalignen Läsionen. 
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3.2 Tissue- Microarray-Technik 
 
Erstmalig 1998 beschrieben Kononen et al. die Tissue- Microarray- Technik als 
ein Verfahren, das mithilfe eines Präzisionsgerätes eine exakte Einstellung und 
eine hohe Reproduzierbarkeit verschiedener Gewebeproben ermöglicht [42]. 
Aufgrund der Anordnung mehrerer verschiedener Gewebeproben auf einem 
Paraffinblock besteht durch die TMA- Technik eine neue kostengünstigere und 
weniger zeitaufwendige Methode zur Darstellung von Protein- und RNA- 
Expressionsmustern und ebenso zur Erkennung genetischer Alterationen. 
Dieses Verfahren schließt vor allem die Anwendung in der Immunhistochemie, 
der Fluoreszenz In Situ Hybridisation (FISH) und der RNA In Situ Hybridisation 
(RNA-ISH) mit ein.  
Zuvor wurde mithilfe einer sog. multitumor („sausage“) Blocktechnik die 
Bearbeitung verschiedener Gewebeproben auf einem Objektträger versucht [9]. 
Von diesem Verfahren nahm man jedoch Abstand, da es schwierig erschien die 
verschiedenen Tumore und Gewebeproben voneinander zu unterscheiden und 
zudem war die Anzahl der zu untersuchenden Gewebeproben stark limitiert.  
 
3.2.1 Herstellung von Tissue-Microarrays 
 
Zu Beginn der TMA- Herstellung müssen die Paraffinblöcke der 
Gewebeproben, die untersucht werden sollen, und auch die entsprechenden 
Hämatoxylin-Eosin gefärbten Schnitte gesichtet werden. Mithilfe der HE-
gefärbten Schnitte wird dann auf dem jeweiligen Paraffinblock die zu 
untersuchende Region aufgesucht und markiert. Anschließend werden die 
Paraffinblöcke in der Reihenfolge sortiert, in der sie auf den TMA´s aufgefunden 
werden sollen. Mithilfe z.B. einer Excel-Computerdatei können die 
entsprechenden TMA-Koordinaten der jeweiligen Gewebeprobe, den 
Patientendaten oder der Patienten-Identifikationsnummer zugeführt werden 
[19]. Im Gegensatz zur konventionellen Diagnostik histologischer Präparate, die 
vor allem in dem Zuschnitt und bei der Anfärbung aufgrund der großen Mengen 
Material und Methoden 
                                                                                                     24 
an Gewebeproben sehr zeitaufwendig sind, wird die meiste Zeit bei den TMA´s 
in der Präparation des Rezipienten-Blockes aus Donor-Blöcken investiert [66]. 
Das meist verwendete Gerät für die TMA-Herstellung ist das TMA-
Präzisionsgerät von Beecher Instruments, San Prairie, Wisconsin, USA, 
welches dem Prototyp aus den Anfängen der TMA-Herstellung sehr ähnlich ist. 
Mithilfe dieses Gerätes werden aus einer vorher definierten Region des Donor-
Paraffinblockes zylinderförmige Stanzbiopsien entnommen und anschließend 
an einer vorbestimmten Stelle des x-y Koordinatensystems in den Rezipienten-
Paraffinblock eingefügt. Der Durchmesser der Stanzbiopsien aus dem Donor-
Block beträgt je nach Stanznadel 0,6 bis 2 mm.  
 
3.2.2 Herstellung der TMA’s aus den Mammaläsionen 
 
Nach Auffinden einer benignen bzw. prämalignen Läsion in dem Hamatoxylin-
Eosin gefärbten Schnitten erfolgte die Entnahme einer Stanzbiopsie aus der 
entsprechenden Region des jeweiligen Donor-Paraffinblockes der 
Mammaläsionen mithilfe eines speziellen Tissue- Microarray (TMA) 
Präzisionsgerätes (Beecher Instruments, San Prairie, Wisconsin, USA). 
Stanzbiopsien mit einem Durchmesser von 0,6mm wurden auf einen 
Rezipienten-Paraffinblock im Abstand von 0,8mm übertragen. Diese TMA-
Herstellung erfolgte nach einem Standardverfahren, welches u.a. von Kononen 
et al. [42] und Torhorst et al. [84] beschrieben wurde. Die Entnahme von jeweils 
zwei Biopsien aus einer Läsion diente einer verbesserten statistischen 
Auswertung. Somit entstanden aus den 313 Donor-Paraffinblöcken zwei TMA-
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Immunhistochemische Untersuchungen ermöglichen den Nachweis zellulärer 
Antigene in Gewebeschnitten mittels Antigen-Antikörper-Bindungsreaktionen. 
Für die immunhistochemische Untersuchung wurden am Mikrotom 2-3µm dicke 
Gewebeschnitte angefertigt, die anschließend auf „Superfrost plus“ 
beschichtete Objektträger aufgezogen wurden. Zum Trocknen wurden diese 
Präparate über Nacht bei 56 °C in einem Brutschrank  gelagert. 
Aufgrund verschiedener Fixierungsmöglichkeiten des Gewebes können 
spezifische Antigene maskiert werden, d.h. die Bindung des spezifischen 
Primärantikörpers wird blockiert. Durch die Paraffineinbettung der 
Gewebeproben kann die Struktur der Proteine verändert werden und somit zu 
einer Verdeckung der gesuchten Antigenepitope führen. 
Somit wurden am nächsten Tag die auf Raumtemperatur abgekühlten Schnitte 
für zweimal 10min in Xylol entparaffiniert und anschließend in einer 
absteigenden Alkoholreihe (je einmal 99%, 96%, 80% und 70%) bis zum 
destillierten Wasser rehydratisiert.  
 
Zur Vorbehandlung der Schnitte gibt es nun drei verschiedene Möglichkeiten: 
1) ohne Vorbehandlung.  
2) Enzymandauung mit Proteinase K.  
3) Hitzebehandlung. 
 
Nur für die Schnitte, die der EGFR-Antigen Darstellung dienten, wurde die 
Andauung mithilfe der Proteinase K genutzt. Diese Schnitte wurden dafür etwa 
10min in einer Plastikküvette mit dem proteolytischen Enzym (Proteinase K, 
DAKO Cytomation ChemMate™) inkubiert und anschließend mit Waschpuffer 
abgespült. 
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Bei den anderen 11 Antikörpern (siehe Tabelle 4) stand die Hitzevorbehandlung 
im Vordergrund. Dazu wurden die Schnitte in eine Plastikküvette, die 10mM 
Citratlösung enthielt, gestellt und mithilfe eines Dampfgarers (Steamer) für 
35min auf etwa 100°C erhitzt. Anschließend erfolgte  die Abkühlung der Schnitte 
mit kaltem Leitungswasser. 
 
3.3.2 LSAB- Methode mit alkalischer Phosphatase 
 
Die immunhistochemische Färbung der vorbehandelten Schnitte wurde nach 
der LSAB- (Labelled Strept Avidin Biotin) Methode mit alkalischer Phosphatase 
im DAKO-Autostainer durchgeführt. Die LSAB-Methode nutzt die starke Affinität 
von Streptavidin für Biotin. Avidin besitzt vier Bindungsstellen für Biotin, jedoch 
binden in der Regel weniger als vier Biotinmoleküle. Bei dieser Methode wird 
ein biotinylierter Zweitantikörper benötigt, der zunächst an den Primärantikörper 
ansetzt und an dessen Biotin dann auch enzymmarkiertes (hier: alkalische 
Phosphatase) Avidin binden kann. Die alkalische Phosphatase des Avidin-
Biotin-Komplexes wandelt dann hinzugefügtes Chromogen in einen roten 
Farbstoff um. Das Chromogen weist nur eine kurze HWZ von etwa 45min auf 
und muss nach dem Ansetzen möglichst schnell verarbeitet werden, um eine 
gute Farbintensität zu erreichen. 
 
G ew ebe an tik ö rpe r 
P rim äran tik ö rpe r 
B io tin ylie rte r S ek undäran tikö rpe r 
E n zym m ark ie rtes  S trep tav id in  
 
Abbildung 2 Schematische Darstellung der LSAB-Methode. 
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In dem DAKO-Autostainer wurden die Schnitte an vorgeschriebenen Positionen 
eingelegt und mit verdünntem Waschpuffer befeuchtet. Tabelle 4 zeigt die 
Vorbereitung der einzelnen monoklonalen Primärantikörper (CK5/6, CK8/18, 
CK14, p53, p63, Ki-67, bcl-2, EGFR, c-erbB2, Cyclin D1, ER, PR) auf. 
 
 
Antikörper Firma Clone Verdünnung Antigen Retrival Nachweis 
CK5/6 Zymed D5/ 16B4  1:50 Steamer LSAB   
CK8/18 Dianova 5D3  1:40 Steamer LSAB   
CK14 Dianova LL002  1:50 Steamer LSAB   
p53  DAKO DO-7  1:2000 Steamer LSAB   
p63 DAKO 4A4  1:100 Steamer LSAB   
Ki-67  DAKO Mib-1  1:100 Steamer LSAB   
bcl-2 DAKO 124  1:1000 Steamer LSAB   
EGFR DAKO H11  1:5 Proteinase K LSAB   
c-erbB2 DAKO   1:4000 Steamer LSAB   
Cyclin D1 DAKO G124-326  1:800 Steamer LSAB   
ER DAKO 1D5  1:200 Steamer LSAB   
PR DAKO 636  1:1000 Steamer LSAB   
 
Tabelle 4 Übersicht über die verwendeten Antikörper (LSAB= Labelled 




Anschließend wurde an den im Autostainer vorgesehenen Positionen etwa 
200µl des jeweiligen Primärantikörpers (CK5/6, CK8/18, CK14, p53, p63, Ki-67, 
bcl-2, EGFR, c-erbB2, Cyclin D1, ER, PR) aufgetragen und 25min inkubiert. 
Nach gründlichem Abspülen des Primärantikörpers mit verdünntem 
Waschpuffer folgte die Inkubation mit dem Biotin-Antikörper (200µl pro Schnitt) 
für 25min. Nach erneutem gründlichem Abspülen mit verdünntem Waschpuffer 
erfolgte eine 25-minütige Inkubation mit Streptavidin (200µl pro Schnitt), 
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welches mit der alkalischen Phosphatase markiert war. Bevor die 
Enzymreaktion mit dem Chromogen für zweimal 25min ausgelöst wurde, 
musste nochmals mit Waschpuffer gespült werden. Nach dem Herausnehmen 
aus dem Autostainer wurden die Schnitte in mit Aqua dest. gefüllte Küvetten 
eingelegt, um ein Austrocknen zu verhindern. 
Die Kerngegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin nach Meyer (etwa 3min) und 
dem anschließendem Bläuvorgang für 5min unter fließendem Leitungswasser. 
Nach dem Überführen in Aqua dest. und der aufsteigenden Alkoholreihe 
(jeweils einmal 70%, 80%, 96%, 99%) wurden die Schnitte noch zweimal 8min 
in Xylol gegeben. Die Konservierung der Schnitte wurde mit Vitro Clud 
vorgenommen. 
 
3.3.3 Rezepturen der verwendeten Lösungen 
 
3.3.3.1 10mM Citratlösung 
 
Für die Citratlösung wurde zunächst eine „Stammlösung A“ aus 10,5g 
Citronensäuremonohydrat in 500ml Aqua dest. aufgelöst, wodurch eine 0,1M 
Citronensäure entstand. Anschließend wurde 0,1M Natriumcitrat (die sog. 
Stammlösung B) aus 29,41g Natriumcitrat-Dihydrat, aufgefüllt mit 1000ml Aqua 
dest., hergestellt. 
Durch Mischen von 18ml Stammlösung A mit 82ml Stammlösung B und 
Auffüllen mit Aqua dest. auf 1000ml entstand die Gebrauchslösung 10mM 




Der Waschpuffer der Firma DCS enthält 500ml 20fach konzentrierte Tris-
Pufferlösung mit 0,09%igen Natriumazid. Zum Ansetzen einer 
gebrauchsfertigen Lösung wurden 500ml des 20fach konzentrierten 
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Waschpuffers mit 10l deionisiertem Wasser verdünnt. Anschließend wurde ein 




Der Biotin-Sekundärantikörper (linked, biotinylated Secondary Antibodies AB2) 
stammt von der Firma DAKO Cytomation ChemMate™. 
 
3.3.3.4 Streptavidin- Lösung 
 
Das Streptavidin war gebrauchsfertig mit alkalischer Phosphatase markiert 




Für das Anfärben von 24 Schnitten wurde 16ml Chromogenlösung verwendet. 
Diese bestand aus 7,25ml AP (=Alkalische Phosphatase), Substrate Buffer 
(DAKO Cytomation ChemMate™), 2,8µl Chromogen Red 1 (DAKO Cytomation 
ChemMate™), 2,8µl Chromogen Red 2 (DAKO Cytomation ChemMate™) und 
2,8µl Chromogen Red 3 (DAKO Cytomation ChemMate™). Zur Blockierung der 
endogenen Alkalischen Phosphatase des AP Substrate Buffer wurde noch ein 
Tropfen Levimasol (DAKO Cytomation ChemMate™) hinzugefügt. 
 
3.4 Lichtmikroskopische Auswertung 
Die Beurteilung der Präparate wurde an einem Axiophot-Mikroskop der Firma 
Zeiss in 10- und 20-facher Vergrößerung vorgenommen. 
Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte semiquantitativ, wobei sowohl die 
Färbeintensität als auch die Anzahl positiver Zellen in die Begutachtung 
eingingen.  
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Aufgrund unterschiedlicher intrazellulärer Lokalisationen verschiedener 
Antikörper wurde bei den Cytokeratinen (CK5/6, CK8/18, CK14) und bei dem 
bcl-2 Antikörper die zytoplasmatische Anfärbung beurteilt, wohingegen bei 
Cyclin D1, ER, PR, Ki-67, p53 und p63 die nukleäre Expression im Vordergrund 
stand. EGFR und c-erbB2 unterlagen der Beurteilung der membranösen 
Anfärbung. 
Der Prozentsatz der jeweils positiven Zellen eines Antikörpers wurde für jede 
Stanzbiopsie einer Läsion auf den TMA´s evaluiert. Im weiteren 
Evaluationsablauf wurden die ermittelten Prozentsätze positiver Zellen für jeden 
Antikörper in etwa gleich große Gruppen eingeteilt (siehe Tabelle 5). 
Stanzbiopsien der TMA´s, die kein Brustdrüsenepithel aufwiesen, fielen aus der 
Beurteilung raus. Die Kategorisierung des c-erbB2-Antikörpers und des EGFR-
Antikörpers erfolgte nur anhand der Intensität der membranösen Anfärbung 
(Tabelle 6). Mithilfe der Ermittlung eines spezifischen Scores, der sich aus dem 
Prozentsatz positiver Zellen und der Anfärbeintensität zusammensetzte, 
erfolgte die Auswertung der Antikörper p53 und p63, analog eines modifizierten 





Prozentsatz positiver Zellen      
Antikörper 1 2 3 4 
CK 5/6 Negativ 0,5- 10,5% 11- 50,5% 51-100% 
CK 8/18 Negativ 0,5- 30,5% 31- 70,5% 71-100% 
CK 14 Negativ 0,5- 10,5% 11- 40,5% 41-100% 
ER Negativ 0,5- 10,5% 11- 50,5% 51- 100% 
PR Negativ 0,5- 10,5% 11- 50,5% 51-100% 
bcl-2 Negativ 0,5- 50,5% 51- 90,5% 91- 100% 
Cyclin D1 Negativ 0,5- 30,5% 31- 60,5% 61- 100% 
Ki-67 Negativ 0,5- 10,5% 11- 100%   
 
Tabelle 5 Beschreibung der Kategorisierung verschiedener Antikörper. 
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Anfärbeintensität    
Antikörper 1 2 3 4 
EGFR negativ schwach Mittel stark 
c-erbB2 negativ schwach Mittel stark 
 
Tabelle 6 Beschreibung der Kategorisierung von EGFR und c-erbB2. 
 
 
  Kategorisierung von p53 und p63     
p53   0 1 2 3 4 
  Prozentsatz 0- 9,5% 10- 30% 30,5- 60% 60,5- 100%   
  Anfärbung negativ schwach mittel Stark   
  Score   0 1, 2 3, 4 6, 9 
              
p63   0 1 2 3 4 
  Prozentsatz 0- 10% 10,5- 30% 30,5- 50% 50,5- 100%   
  Anfärbung negativ schwach mittel Stark   
  Score   0 1, 2 3, 4 6, 9 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Antikörper- Expression in der Gesamtheit der untersuchten 
Läsionen der Mamma 
 
Insgesamt wurden 313 Läsionen mit 12 verschiedenen Antikörpern angefärbt 
(Gesamtheit der Stanzen: 12 x 313=3756). In einigen Stanzbiopsien (insgesamt 
368 der 3756 Stanzen) konnte kein Drüsenepithel, dessen 
Antikörperexpression gewertet werden sollte, nachgewiesen werden. Diese 
Stanzbiopsien wurden aus der Auswertung genommen. 
Eine genaue Auflistung der unten beschriebenen Ergebnisse für die Gesamtheit 
aller gewerteten Läsionen findet sich auch in den Tabellen 8 bis 14 und als 
Graphik in Abbildung 3. 
 
4.1.1 Expression der Cytokeratine CK5/6, CK8/18 und CK14 
 
Bei der CK5/6 Expression konnten aus den 313 Läsionen 269 Stanzbiopsien 
ausgewertet werden. Eine starke Positivität der Zellen des Drüsenepithels 
zwischen 51 bis 100% bestand bei 59 Fällen (21%), bei 84 Läsionen (33%) eine 
mittlere Positivität von 11- 50,5% und bei 90 Fällen (33%) eine schwache 
Positivität (0,5-10,5%); 36 Läsionen (13%) wiesen keine CK5/6- Positivität auf. 
Der Median des prozentualen Anteils der CK5/6- positiven Zellen an der 
Gesamtzahl betrug 20%. 
Die 285 Biopsien, die aus der CK8/18- Antikörperfärbung genutzt werden 
konnten, wiesen eine etwa gleichmäßige Verteilung zwischen 0 bis 100% auf. 
Etwa ein Drittel der Biopsien (35%, 102 Fälle) zeigten eine 70 bis 100%ige 
CK8/18 Expression, etwa 38% (112 Fälle) 31 bis 70,5%ige und etwa 25% (73 
Fälle) 0 bis 30,5 %ige CK8/18 Positivität, wobei 9,5% (27 Fälle) keine CK8/18 
Expression zeigten. 
Der Median des prozentualen Anteils der CK8/18- positiven Zellen lag bei 60%. 
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Die Mehrzahl der CK14 angefärbten Zellen zeigte unter den 281 gewerteten 
Biopsien eher eine geringe Positivität der Drüsenepithelzellen auf den 
Antikörper (54% der Fälle zwischen 0 bis 10,5%). Außerdem konnten in 16% 
der Läsionen (46 Fälle) keine CK14- Antikörperfärbung nachgewiesen werden 
und in ausschließlich 4% (11 Fälle) bestand eine Positivität bei über 40% der 
Zellen einer Biopsie.  
Somit wurde ein Medianwert des prozentualen Anteils der CK14- positiven 
Zellen an der Gesamtzahl von 7,5% erreicht. 
 
CK5/6  insg.269   CK8/18  insg.285  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)  Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 36 13,4  0 1 27 29,5 
0,5-10,5 2 90 33,5  0,5-30,5 2 46 16,1 
11-50,5 3 84 31,2  31-70,5 3 110 38,6 
51-100 4 59 21,9  71-100 4 102 35,8 
  n 47     n 28  
 
CK14  insg.281   
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)  
0 1 46 16,4  
0,5-10,5 2 152 54,1  
11-40,5 3 72 25,6  
41-100 4 11 3,9  
  n 32   
 
Tabelle 8 Ergebnisliste der Cytokeratin- positiven Zellen und deren prozentuale 
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4.1.2 Expression von p53 und p63 
 
Die Tumorsuppressorgene p53 und p63 wiesen in etwa eine gleiche sowie auch 
eine gleichmäßige Verteilung der Antikörperexpression zwischen 0 und 100% in 
der Gesamtheit der untersuchten Läsionen auf, wobei jeweils 294 von 313 
Biopsien gewertet werden konnten. 
Eine Negativität des p53- Antikörpers bestand in etwa 14% (41 Fälle) und des 
p63- Antikörpers in etwa 29% (84 Fälle) der untersuchten Läsionen. Durch die 
Einteilung in einen Score (beschrieben in Teil 2 „Material und Methoden“), der 
sich aus der relativen Anzahl der mit Antikörper angefärbten Zellen und der 
Färbeintensität zusammensetzt, bestand bei dem p53- Antikörper (Score 1+2: 
33%, Score 3+4: 17%, Score 6+9: 36%) wie auch bei dem p63- Antikörper 
(Score 1+2: 23%, Score 3+4: 25%, Score 6+9: 23%) eine regelmäßige 
Aufteilung der Läsionen in allen eingeteilten Score- Bereichen. 
Der Medianwert des prozentualen Anteils der p53- positiven Zellen an der 
Gesamtzahl von 31% bewegte sich etwas höher als der Medianwert des p63- 
Antikörpers von 23%. 
 
p53  insg.294   p63  insg.294  
Score   Anzahl Proz. A. (%)  Score   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 41 14  0 1 84 28,6 
1;2 2 97 33  1;2 2 68 23,1 
3;4 3 51 17,4  3;4 3 73 24,8 
6;9 4 105 35,7  6;9 4 69 23,5 
  n 19     n 19  
 
Tabelle 9 Ergebnisliste der p53- und p63- positiven Zellen und deren 






                                                                                                     36 
4.1.3 Expression von Antikörpern aus der erbB-Familie (c-erbB2, 
EGFR) 
 
Die Expression des c-erbB2- Antikörpers und des EGFR- Antikörpers wurde 
ausschließlich über ihre Anfärbeintensität in keine, schwach positive und stark 
positive Expression eingeteilt. 
Bei der c-erbB2 Darstellung wurde in 23 Läsionen kein Drüsenepithel 
angeschnitten und somit konnten nur 290 Läsionen bewertet werden. Darunter 
waren 101 Läsionen (35%) für den c-erbB2- Antikörper negativ und 60% 
zeigten eine schwache c-erbB2 Positivität.  
Bei den 294 gewerteten Läsionen des EGFR- Antikörpers präsentierte sich eine 
höhere Negativität von 65% (191 Fälle) und eine geringere schwache EGFR- 
Positivität von 33% (97 Fälle). 
Nur ein geringer Prozentsatz von etwa 5% bei c-erbB2 und von 2% bei EGFR 
zeigte eine starke Positivität des entsprechenden Antikörpers. 
 
c-erbB2  insg.290   EGFR  Insg.294  
Anfärbestärke  Anzahl Proz.A.(%)  Anfärbestärke   Anzahl Proz.A.(%) 
Kein Epithel n 23   kein Epithel n 19  
Negativ 1 101 34,8  negativ 1 191 65 
schwach pos 2 175 60,3  schwach pos 2 97 33 
Stark pos. 3 14 4,8  Stark pos. 3 6 2 
 
Tabelle 10 Ergebnisliste der c-erbB2- und EGFR- positiven Zellen und deren 
prozentualer Anteil in der Gesamtheit der untersuchten Mammaläsionen. 
 
4.1.4 Expression von bcl-2 
 
Nachdem 33 Läsionen aus den insgesamt 313 untersuchten Präparaten aus 
der Auswertung genommen wurden, wies das Epithel in 22 Läsionen (8%) der 
bewerteten 280 Biopsien keine bcl-2 Expression auf. Der bcl-2 Antikörper stellte 
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sich in den Biopsien überwiegend mit einer starken Positivität von über 50%iger 
Antikörperexpression dar (76% der Fälle, davon 38% zwischen 91 bis 100%iger 
zelluläre bcl-2- Darstellung). 
Somit bildet sich ein Median des prozentualen Anteils der bcl-2 positiven Zellen 
an der Gesamtzahl von 90%. 
 
bcl-2  insg. 280  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 22 7,9 
0,5-50,5 2 46 16,4 
51-90,5 3 105 37,5 
91-100 4 107 38,2 
  n 23  
 
Tabelle 11 Ergebnisliste der bcl-2- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil in der Gesamtheit der untersuchten Mammaläsionen. 
 
4.1.5 Expression von Mib-1 
 
Der Mib-1- Antikörper wurde nur im geringen Maße von den Zellen der 
verschiedenen Läsionen expremiert. Etwa in der Hälfte der 268 ausgewerteten 
Läsionen (49%, 132 Fälle) wurde der Mib-1 Antikörper nicht von dem 
Drüsenepithel expremiert. Die andere Hälfte der gewerteten Läsionen zeigte im 
überwiegenden Maße (44%, 118 Fälle) nur eine sehr schwache Positivität von 0 
bis 10,5% der Zellen einer Biopsie und nur eine sehr geringe Anzahl (7%, 18 
Fälle) fiel in den weit gefassten Bereich von einer Expressionsintensität 
zwischen 11 bis 100%. 
Der Medianwert des prozentualen Anteils der Mib-1 positiven Zellen an der 















Tabelle 12 Ergebnisliste der Mib-1- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil in der Gesamtheit der untersuchten Mammaläsionen. 
 
4.1.6 Expression von Cyclin D1 
 
Bei dem Cyclin D1-Antikörper konnten 34 der ursprünglich 313 Fälle nicht in die 
Wertung miteinbezogen werden, da kein Drüsenepithel angeschnitten war. Die 
übrigen 279 Läsionen zeigten zwischen 0 und 100% der Cyclin D1 
exprimierenden Zellen der Biopsien eine recht ausgeglichene Verteilung. Keine 
Anfärbung auf den Cyclin D1- Antikörper wurde in 20% (57 Fälle) festgestellt. In 
24% der Läsionen (67 Fälle) zeigten zwischen 0,5 bis 30,5% der Epithelzellen 
eine Cyclin-D1 Darstellung. Ein Expressionsmuster der Zellen zwischen 31 bis 
60,5% wiesen 22% der untersuchten Läsionen auf (60 Fälle) und die restlichen 
34% unterlagen einer stärkeren Positivität zwischen 61 bis 100%. 
Somit errechnete sich ein Median des prozentualen Anteils der Cyclin D1 
positiven Zellen an der Gesamtzahl von etwa 41%. 
 
Cyclin D1   insg.279   
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 57 20,4 
0,5-30,5 2 67 24 
31-60,5 3 60 21,5 
61-100 4 95 34,1 
  n 34  
 
Tabelle 13 Ergebnisliste der Cyclin D1- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil in der Gesamtheit der untersuchten Mammaläsionen. 
Mib-1  insg.268  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 132 49,3 
0-10,5 2 118 44 
11-100 3 18 6,7 
  n 45  
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4.1.7 Expression der Hormonrezeptoren ER und PR 
 
Unter den 274 Fällen der Östrogenrezeptor- Expression und auch den 280 
Läsionen der Progesteronrezeptor- Darstellung fanden sich in den untersuchten 
Läsionen eher wenige Zellen, die diese Antikörper exprimierten (zelluläre 
Anfärbung zwischen 0 bis 10,5%: beim ER 43% und beim PR 36%). Eine 
Expression der Hormonrezeptoren in über 50% der Zellen in einer Läsion fand 
sich beim ER in 9% (24 Fälle) und beim PR in 14% (39 Fälle) der gewerteten 
Biopsien. 23% der mit ER- Antikörper angefärbten Läsionen und bei 14% der 
mit PR-Antikörper angefärbten Läsionen waren für den jeweiligen Antikörper 
negativ. Die restlichen 26% beim ER- Antikörper und 36% beim PR- Antikörper 
wiesen eine schwache bis mittlere Positivität zwischen 11 bis 50,5% der 
exprimierenden Zellen auf. 
Der Median des prozentualen Anteils der Antikörper positiven Zellen an der 
Gesamtzahl bewegte sich für den ER- Antikörper bei 5% und für den PR- 
Antikörper bei etwa 13%. 
 
ER  insg.274   PR   insg.278   
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)   Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 62 22,6  0 1 38 13,7 
0,5-10,5 2 117 42,7  0,5-10,5 2 100 36 
11-50,5 3 71 25,9  11-50,5 3 101 36,3 
51-100 4 24 8,8  51-100 4 39 14 
  n 39     n 35  
 
Tabelle 14 Ergebnisliste der ER- und PR- positiven Zellen und deren 



























Abbildung 3 Säulendiagramm der prozentualen Anteile der Stärke der 
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4.2 Antikörper- Expression in den einzelnen Läsionen: 
Fibroadenome, duktale Hyperplasien und Skleradenosen 
 
Nachdem die 12 verschiedenen Antikörper in der Gesamtheit der 313 benignen 
und prämalignen Mammaläsionen (bestehend aus 167 Fibroadenomen (FA), 33 
duktalen Hyperplasien (DH), 93 Skleradenosen (SA), 10 duktale Hyperplasien/ 
Skleradenosen, 6 phylloide Tumore, 3 radiäre Narben und 1 atypische 
Hyperplasie/ FEH) untersucht worden sind, folgte noch eine statistische 
Auswertung der Antikörper- Expressionsmuster separat für die 167 FA, 33 DH 
und 93 SA. 
In den Tabellen 15 bis 35 wurde der prozentuale Anteil der postiven Zellen in 
den jeweiligen Läsionen Fibroadenom, Skleradenose und duktale Hyperplasie 
aufgelistet. Eine graphische Darstellung zu jeder Läsion folgt dann in den 
Abbildungen 4-6. 
 
4.2.1 Expression der Cytokeratine CK5/6, CK8/18 und CK14 
 
Bei den FA konnten 148 Läsionen von 167, bei den SA 79 von 93 und bei den 
DH 26 von 33 in die CK5/6- Auswertung einbezogen werden. Keine Expression 
des Antikörpers wurde in 17 FA (11%), 13 SA (16%) und 5 DH (19%) gefunden. 
Bei 36% der FA, 34% der SA und 15% der DH bestand eine CK5/6 Positivität 
von 0,5 bis 10,5% der untersuchten Zellen. Einen Anteil von 11-50,5% CK5/6-
Positivität in den Gewebestanzen konnten bei 29% der FA, 27% der SA und 
38% der DH nachgewiesen werden. In 20% der FA, 23% der SA und 27% der 
DH waren 51 bis 100% der epithelialen Zellen für CK5/6 positiv.  
Bei der Auswertung der CK8/18 Expression konnten 157 FA, 80 SA und 29 DH 
beurteilt werden. 9% der FA, 9% der SA und 10% der DH zeigten keine 
Antikörper- Darstellung. Ein 0,5 bis 30%iger Anteil CK8/18 positiver 
Epithelzellen wurde bei 16% der FA, 21% der SA und 14 % der DH gesehen. 
Eine Anfärbung von über 70% der Epithelzellen zeigten 38% der FA, 28% der 
SA und 34% der DH. Bei den übrigen Stanzen konnten 31 bis 70,5% CK8/18 
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positive Zellen nachgewiesen werden (37% der FA, 43% der SA und 41% der 
DH). 
Von den 153 gewerteten FA, 81 gewerteten SA und 23 gewerteten DH waren 
meistens weniger als 40 % der Zellen des angeschnittenen Epithels von dem 
CK14 Antikörper angefärbt (keine Expression: 13% der FA, 23% der SA, 26% 
der DH; 0,5 bis 10,5% Ck14 positive Zellen: 61% der FA, 40% der SA, 52% der 
DH; 11 bis 40,5 % Ck14 positive Zellen: 24% der FA, 28% der SA, 17% der 
DH). Nur bei 2% der FA, 9% der SA und 4% der DH wurde eine CK14 
Expression von über 40% der angeschnittenen Epithelzellen festgestellt. 
 
CK5/6  insg.148   CK8/18  insg.157  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)  Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 17 11,1  0 1 14 8,9 
0,5-10,5 2 55 36  0,5-30,5 2 25 15,9 
11-50,5 3 45 29,4  31-70,5 3 58 36,9 
51-100 4 31 20,3  71-100 4 60 38,2 
  n 19     n 10  
         
CK14  insg.153       
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)      
0 1 20 13,1      
0,5-10,5 2 93 60,8      
11-40,5 3 37 24,2      
41-100 4 3 2      
  n 14       
 
Tabelle 15 Ergebnisliste der Cytokeratin- positiven Zellen und deren 
prozentualer Anteil bei den Fibroadenomen. 
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CK5/6  insg.26   CK8/18  insg.29  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)  Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 5 19,2  0 1 3 10,4 
0,5-10,5 2 4 15,4  0,5-30,5 2 4 13,8 
11-50,5 3 10 38,5  31-70,5 3 12 41,4 
51-100 4 7 26,9  71-100 4 10 34,5 
  n 17     n 14  
         
CK14  insg.23       
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)      
0 1 6 26,1      
0,5-10,5 2 12 52,2      
11-40,5 3 4 17,4      
41-100 4 1 4,4      
  n 20       
 
Tabelle 16 Ergebnisliste der Cytokeratin- positiven Zellen und deren 




CK5/6  insg.79   CK8/18  insg.80  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)  Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 13 16,5  0 1 7 8,8 
0,5-10,5 2 27 34,2  0,5-30,5 2 17 21,3 
11-50,5 3 21 26,6  31-70,5 3 34 42,5 
51-100 4 18 22,8  71-100 4 22 27,5 
  n 14     n 13  
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CK14  insg.81       
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)      
0 1 19 23,5      
0,5-10,5 2 32 39,5  
 
   
11-40,5 3 23 28,4      
41-100 4 7 8,6      
  n 12       
 
Tabelle 17 Ergebnisliste der Cytokeratin- positiven Zellen und deren 
prozentualer Anteil bei den Skleradenosen. 
 
4.2.2 Expression von p53 und p63 
 
Wie oben bereits bei der Ergebnispräsentation der Gesamtheit der 
Gewebeproben beschrieben, besteht auch bei der Einzelauswertung von FA, 
SA und DH eine etwa gleichmäßige Verteilung von 0 bis 100% bei der p53- und 
p63- Expression. Es konnte eine p53- Positivität bei 151 FA, 77 SA und 17 DH 
ausgewertet werden.  
Die Einteilung der Expression in den gestanzten Gewebeproben erfolgte 
mithilfe eines Scores und ergab folgende Ergebnisse für die p53- 
Antikörperexpression: bei den FA: Score 1+2 36%, Score 3+4 17%, Score 6+9 
35%, keine Positivität 12%; bei den SA: Score 1+2 33%, Score 3+4 20%, Score 
6+9 31%, keine Positivität 23%; bei den DH: Score 1+2 33%, Score 3+4 10%, 
Score 6+9 43%, keine Positivität 13%. 
Die p63- Antikörperexpression weist eine ähnlich gleichmäßige Konstellation 
auf und zeigt bei den FA Score 1+2 25%, Score 3+4 26%, Score 6+9 17%, 
keine Positivität bei 19%; bei den SA Score 1+2 19%, Score 3+4 22%, Score 
6+9 33%, keine Positivität bei 26%; bei den DH Score 1+2 27%, Score 3+4 
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p53  insg.159   p63  insg.159  
Score   Anzahl Proz. A. (%)  Score   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 19 12  0 1 50 19 
1;2 2 57 35,9  1;2 2 40 25,2 
3;4 3 27 17  3;4 3 42 26,4 
6;9 4 56 35,2  6;9 4 27 17 
  n 8     n 8  
 
Tabelle 18 Ergebnisliste der p53- und p63- positiven Zellen und deren 
prozentualer Anteil bei den Fibroadenomen. 
 
p53  insg.30   p63  insg.30  
Score   Anzahl Proz. A. (%)  Score   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 4 13,3  0 1 6 20 
1;2 2 10 33,3  1;2 2 8 26,7 
3;4 3 3 10  3;4 3 8 26,7 
6;9 4 13 43,3  6;9 4 8 26,7 
  n 13     n 13  
 
Tabelle 19 Ergebnisliste der p53- und p63- positiven Zellen und deren 
prozentualer Anteil bei den duktalen Hyperplasien. 
 
p53  insg.85   p63  insg.85  
Score   Anzahl Proz. A. (%)  Score   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 14 16,5  0 1 22 25,9 
1;2 2 28 32,9  1;2 2 16 18,8 
3;4 3 17 20  3;4 3 19 22,4 
6;9 4 26 30,6  6;9 4 28 32,9 
  n 8     n 8  
 
Tabelle 20 Ergebnisliste der p53- und p63- positiven Zellen und deren 
prozentualer Anteil bei den Skleradenosen. 
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4.2.3 Expression von Antikörpern aus der erbB- Familie  
(c-erbB2, EGFR) 
 
Auf den Mikroarrayblöcken, die zum Nachweis der c-erbB2 Expression dienten, 
konnte bei 8 der 159 FA- Stanzen, bei 10 der 83 SA- Stanzen und bei 13 der 30 
DH- Stanzen kein Epithel nachgewiesen werden. Eine schwache Positivität der 
epithelialen Zellen zeigte sich mit einer etwa gleichmäßigen Verteilung unter 
den drei Tumorentitäten bei 60% der FA, 63% der SA und 67% der DH. Eine 
starke Positivität für c-erbB2 trat nur selten in den Biopsien auf (4% der FA, 4% 
der SA, 7% der DH). Die übrigen Biopsien wiesen keine c-erbB2 Expression auf 
(36% der FA, 34% der SA, 27% der DH). 
Zur Auswertung der epithelialen Expression des EGFR konnten 151 FA, 77 SA 
und 17 DH herangezogen werden. 
In etwa zwei Drittel der untersuchten Biopsien wurde keine EGFR Expression 
nachgewiesen (67% der FA, 67% der SA, 57% der DH). Stark EGFR positiv 
angefärbte Zellen traten nur bei wenigen Biopsien auf (1% der FA, 4% der SA, 
3% der DH). Die übrigen 32% der FA, 29% der SA und 40% der DH zeigten 
eine schwache Positivität für den EGF Rezeptor. 
 
c-erbB2  insg.159   EGFR  insg.159  
Anfärbestärke   Anzahl Proz. A. (%)  Anfärbestärke   Anzahl Proz. A. (%) 
kein Epithel n 8   kein Epithel n 8  
negativ 1 57 35,9  negativ 1 106 66,7 
schwach pos 2 95 59,8  schwach pos 2 51 32,1 
stark pos. 3 7 4,4  stark pos. 3 2 1,3 
 
Tabelle 21 Ergebnisliste der c-erbB2- und EGFR- positiven Zellen und deren 
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c-erbB2  insg. 30   EGFR  insg.30  
Anfärbestärke   Anzahl Proz. A. (%)  Anfärbestärke   Anzahl Proz. A. (%) 
kein Epithel n 13   kein Epithel n 13  
negativ 1 8 26,7  negativ 1 17 56,7 
schwach pos 2 20 66,7  schwach pos 2 12 40 
stark pos. 3 2 6,7  stark pos. 3 1 3,3 
 
Tabelle 22 Ergebnisliste der c-erbB2- und EGFR- positiven Zellen und deren 
prozentualer Anteil bei den duktalen Hyperplasien. 
 
 
c-erbB2  insg. 83   EGFR  insg.85  
Anfärbestärke   Anzahl Proz. A. (%)  Anfärbestärke   Anzahl Proz. A. (%) 
kein Epithel n 10   kein Epithel n 8  
negativ 1 28 33,7  negativ 1 57 67,1 
schwach pos 2 52 62,7  schwach pos 2 25 29,4 
stark pos. 3 3 3,6  stark pos. 3 3 3,5 
 
Tabelle 23 Ergebnisliste der c-erbB2- und EGFR- positiven Zellen und deren 
prozentualer Anteil bei den Skleradenosen. 
 
4.2.4 Expression von bcl-2 
 
In hohen Anteilen positiv war der bcl-2 Antikörper unter den 154 gewerteten FA, 
83 gewerteten SA und 28 gewerteten DH. Eine Positivität von 91 bis 100% der 
epithelialen Zellen in den Biopsien konnte in 38% der FA, 38% der SA und 43% 
der DH nachgewiesen werden. 31% der FA, 46% der SA und 13% der DH 
erreichten einen Anteil positiver Zellen von 51 bis 90,5%. Eine bcl-2 Expression 
von weniger als 50% war eher selten (keine Expression: 8% der FA, 9% der 
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bcl-2  insg. 154  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 12 7,8 
0,5-50,5 2 35 22,7 
51-90,5 3 49 31,8 
91-100 4 58 37,7 
  n 13  
 
Tabelle 24 Ergebnisliste der bcl-2- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den Fibroadenomen. 
 
bcl-2  insg. 28  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 1 3,6 
0,5-50,5 2 2 7,1 
51-90,5 3 13 46,4 
91-100 4 12 42,9 
  n 15  
 
Tabelle 25 Ergebnisliste der bcl-2- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den duktalen Hyperplasien. 
 
bcl-2  insg. 81  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 7 8,6 
0,5-50,5 2 6 7,4 
51-90,5 3 37 45,7 
91-100 4 31 38,3 
  n 12  
 
Tabelle 26 Ergebnisliste der bcl-2- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den Skleradenosen. 
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4.2.5 Expression von Mib-1 
 
Nachdem 16 der 167 FA, 17 der 93 SA und 17 der 33 DH aufgrund fehlenden 
Anschnitt von Epithel aus der Auswertung genommen worden sind, wiesen in 
den einzelnen Biopsien entweder nur wenige Zellen eine Mib-1 Expression auf 
(0,5 bis 10,5% positiver Anteil: 48% der FA, 37% der SA, 42% der DH) oder der 
Antikörper wurde gar nicht expremiert (42% der FA, 61% der SA, 58% der DH). 
Gewebeproben bei denen 11 bis 100% der Epithelzellen diesen 
Proliferationsmarker darstellten, kamen nur bei 11% der FA, 36% der SA und 
11% der DH vor. 
 
Mib-1  insg.151  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 63 41,7 
0-10,5 2 72 47,7 
11-100 3 16 10,6 
  n 16  
 
Tabelle 27 Ergebnisliste der Mib-1- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den Fibroadenomen. 
 
Mib-1  insg.26  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 15 57,7 
0-10,5 2 11 42,3 
11-100 3 0 10,6 
  n 17  
 
Tabelle 28 Ergebnisliste der Mib-1- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den duktalen Hyperplasien. 
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Mib-1  insg.76  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 46 60,5 
0-10,5 2 28 36,8 
11-100 3 2 2,6 
  n 17  
 
Tabelle 29 Ergebnisliste der Mib-1- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den Skleradenosen. 
 
4.2.6 Expression von Cyclin D1 
 
Da kein Drüsenepithel angeschnitten war, konnten nur 157 der 167 FA, 78 der 
93 SA und 28 der 33 DH ausgewertet werden. Es fand sich eine relativ 
gleichmäßige Verteilung von keiner Cyclin D1 Expression der epithelialen 
Zellen bis zur Anfärbung aller Zellen. Kein Cyclin D1 wurde in 23% der FA, 22% 
der SA und 11% der DH gesehen. Bei 21% der FA, 30% der SA und 29% der 
DH expremierten 0,5 bis 30,5% der Zellen diesen Antikörper. Eine Darstellung 
des Cyclin D1 mit einem Anteil von 31 bis 60% zeigten 22% der FA, 22% der 
SA und 21% der DH und von 61 bis 100% Positivität der Zellen ergab sich bei 
35% der FA, 27% der SA und 39% der DH. 
 
Cyclin D1   insg.157   
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 35 22,3 
0,5-30,5 2 33 21 
31-60,5 3 34 21,7 
61-100 4 55 35 
  n 10  
 
Tabelle 30 Ergebnisliste der Cyclin D1- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den Fibroadenomen. 
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Cyclin D1   insg.28   
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 3 10,7 
0,5-30,5 2 8 28,6 
31-60,5 3 6 21,4 
61-100 4 11 39,3 
  n 15  
 
Tabelle 31 Ergebnisliste der Cyclin D1- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den duktalen Hyperplasien. 
 
Cyclin D1   insg.78   
Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 17 21,8 
0,5-30,5 2 23 29,5 
31-60,5 3 17 21,8 
61-100 4 21 26,9 
  n 15  
 
Tabelle 32 Ergebnisliste der Cyclin D1- positiven Zellen und deren prozentualer 
Anteil bei den Skleradenosen. 
 
4.2.7 Expression der Hormonrezeptoren ER und PR 
 
Die Expression des Östrogenrezeptors verhält sich ähnlich wie die des 
Progesteronrezeptors. Weit über die Hälfte der untersuchten Biopsien von FA, 
SA und DH weisen eine Darstellung des ER in unter 50% der epithelialen Zellen 
auf (keine Expression: 25% der FA, 13% der SA, 31% der DH; Positivität von 
0,5 bis 10,5% der Zellen: 43% der FA, 46% der SA, 38% der DH; Positivität von 
11 bis 50,5% der Zellen: 27% der FA, 25% der SA, 24% der DH). Ähnlich 
erscheint es beim PR (keine Expression: 10% der FA, 19% der SA, 16% der 
DH; Positivität von 0,5 bis 10,5% der Zellen: 38% der FA, 39% der SA, 21% der 
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DH; Positivität von 11 bis 50,5% der Zellen: 40% der FA, 33% der SA, 40% der 
DH). Nur bei 12% der FA, 10% der SA und 21% der DH erscheinen über die 
Hälfte der epithelialen Zellen positiv. 
 
ER  insg.149   PR  insg.150  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)  Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 37 24,8  0 1 15 10 
0,5-10,5 2 64 43  0,5-10,5 2 57 38 
11-50,5 3 40 26,9  11-50,5 3 60 40 
51-100 4 8 5,4  51-100 4 18 12 
  n 18     n 17  
 
Tabelle 33 Ergebnisliste der Östrogen- und Progesteronrezeptor- positiven 
Zellen und deren prozentualer Anteil bei den Fibroadenomen. 
 
 
ER  insg.29   PR  insg.28  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)  Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 9 31  0 1 5 17,9 
0,5-10,5 2 11 37,9  0,5-10,5 2 6 21,4 
11-50,5 3 7 24,1  11-50,5 3 11 39,3 
51-100 4 2 6,9  51-100 4 6 21,4 
  n 14     n 15  
 
Tabelle 34 Ergebnisliste der Östrogen- und Progesteronrezeptor- positiven 
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ER  insg.79   PR  insg.82  
Prozente   Anzahl Proz. A. (%)  Prozente   Anzahl Proz. A. (%) 
0 1 11 12,9  0 1 15 18,3 
0,5-10,5 2 39 45,9  0,5-10,5 2 32 39 
11-50,5 3 21 24,7  11-50,5 3 27 32,9 
51-100 4 8 9,4  51-100 4 8 9,8 
  n 14     n 11  
 
Tabelle 35 Ergebnisliste der Östrogen- und Progesteronrezeptor- positiven 






















































































Abbildung 4 Säulendiagramm der prozentualen Anteile der Stärke der 








































































Abbildung 5 Säulendiagramm der prozentualen Anteile der Stärke der 
Antikörperanfärbung in den untersuchten duktalen Hyperplasien. 
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Abbildung 6 Säulendiagramm der prozentualen Anteile der Stärke der 
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4.3 Auflistung der Antikörper- Expression in den einzelnen  
Läsionen in Form von Medianwerten 
 
Um eine bessere Übersicht über die Ergebnisse zu erlangen und um diese 
besser beurteilen zu können, wurden für jeden verwendeten 
immunhistochemischen Marker (CK5/6, CK8/18, CK14, p53, p63, Mib-1, bcl-2, 
EGFR, c-erbB2, Cyclin D1, ER, PR) in den einzelnen und in der Gesamtheit der 
Läsionen die Medianwerte bestimmt. 
Die Tabelle 36 stellt die Medianwerte der 12 Antikörper aus der Gesamtheit der 
untersuchten Läsionen und spezifisch aus den Fibroadenomen, den duktalen 
Hyperplasien und den Skleradenosen gegenüber, wodurch eine bessere 
Vergleichbarkeit der vier ausgewerteten Fälle erreicht werden soll. 
 
  Alle Läsionen Fibroadenome 
Duktale 
Hyperplasie Skleradenose 
CK5/6 20 20 20 20 
CK8/18 60 60 60 60 
CK14 7,5 7,5 5 7,5 
p53 31,25 30 40 30 
p63 22,5 22,5 25 22,5 
c-erbB2 2 2 2 2 
EGFR 1 1 1 1 
bcl-2 90 90 90 90 
Mib-1 3 3 3 3 
CyclinD1 41,25 42,5 50 45 
ER 5 5 5 5 
PR 12,5 11,25 15 11,25 
 
Tabelle 36 Medianwerte aus den Prozentangaben positiver Zellen der 
ausgewerteten Läsionen. 
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Der Median des prozentualen Anteils der CK5/6 positiven Zellen an der 
Gesamtzahl aller 313 Läsionen lag bei 20% und auch bei den 
Einzelauswertungen der Fibroadenome, duktalen Hyperplasien und 
Skleradenosen bildete sich ein Median der CK5/6 Expression von 20%. Somit 
zeigte der prozentuale Anteil der CK5/6 positiver Zellen der einzelnen Läsionen 
ein identisches CK5/6 Expressionsmuster wie die Gesamtheit der Läsionen. 
Ein identischer Median des prozentualen Anteils Antikörper positiver Zellen in 
den vier Auswertungsmöglichkeiten (Gesamtheit aller Läsionen, nur die 
Fibroadenome, nur die Skleradenosen oder nur die duktalen Hyperplasien) 
konnte auch für die Antikörper CK8/18 (Median: 60%), c-erbB2 (Median: 2%), 
EGFR (Median: 1%), bcl-2 (Median: 90%), Mib-1 (Median: 3%) und dem ER 
(Median: 5%) errechnet werden. Der Antikörper CK14 zeigte in den vier 
ausgewerteten Möglichkeiten ähnlich wie die Antikörper p53, p63, Cyclin D1 
und PR nur geringfügige Abweichungen der Medianwerte des prozentualen 
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5 Diskussion 
 
Es wird vermutet, dass das Mammakarzinom auf dem Boden verschiedener 
prämaligner Läsionen, wie z.B. Fibroadenomen, Skleradenosen, atypischen 
duktalen Hyperplasien entsteht, oder diese Läsionen zumindest ein erhöhtes 
Risiko zur Entwicklung eines Mammakarzinoms anzeigen. Das Risiko für die 
spätere Entwicklung eines Mammakarzinoms auf dem Boden benigner, 
proliferativer Läsionen wird generell als leicht erhöht betrachtet. So besteht bei 
Frauen mit der Diagnose eines Fibroadenoms oder einer Skleradenose ein 
etwa 3-fach erhöhtes Risiko später an einem Mammakarzinom zu erkranken. 
Bei Vorliegen einer ADH ist ein 4 bis 5- fach, bei dem LCIS ein 7 bis 9- fach 
erhöhtes Risiko bekannt. Im Gegensatz zu diesen Läsionen ist das DCIS als 
eine obligate Präkanzerose mit je nach Differenzierungsgrad unterschiedlich 
hohem lokalen Krebsrisiko anzusehen [27; 28; 40; 70; 71; 72; 75].  
Bis heute sind trotz einer sehr exakten histomorphologischen Typisierung und 
Klassifizierung der verschiedenen benignen, proliferativen Läsionen der 
Mamma und deren Abgrenzung zu den prämalignen Brusterkrankungen die 
zugrundeliegenden Zellregulationsmechanismen nur in Ansätzen geklärt. 
Sowohl die Risikoabschätzung zur Entstehung eines Mammakarzinoms aus 
einer entsprechenden Läsion, als auch die Diagnosesicherung ist für die Frau 
als auch für die therapeutischen Maßnahmen von größter Wichtigkeit und 
fordert immer wieder neue Untersuchungsverfahren, die der Routinediagnostik 
eine einfache und sichere Differenzierung zwischen benignen und prämalignen 
Veränderungen erlaubt. In der letzten Zeit gab es verschiedenste 
Untersuchungen, bei denen Erklärungen für die Entwicklung eines 
Mammakarzinoms gesucht wurden. Es wurden Erkenntnisse über verschiedene 
Entwicklungswege des Mammakarzinoms und über die Expression 
verschiedener immunhistochemischer Marker wie Cytokeratine, 
Tumorsuppressorgene (p53, p63), Hormonrezeptoren (ER, PR) usw. erfasst. 
Aufgrund der Möglichkeit einer immunhistochemischen Anfärbung der 
verschiedenen Marker in entsprechenden Präparaten besteht eine Chance 
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Expressionsmuster in gesunden Geweben, benignen bzw. prämalignen 
Läsionen und invasiven Karzinomen lichtmikroskopisch sichtbar zu machen.  
Auf der Grundlage verschiedenster Studien über immunhistochemische Marker 
und Genexpressionsmuster in verschiedenen Läsionen der Mamma wurde 
diese Arbeit angefertigt [55; 56; 75; 87].  
Das Wissen um die Zusammenhänge der Cytokeratinexpression und anderer 
Zellproliferations- als auch Zelldifferenzierungsmarker in Risikoläsionen ist 
derzeit unklar. Grundhypothese unserer Studie war somit, dass verschiedene 
benigne bzw. prämaligne Brusttumore ähnliche Expressionsmuster wie das 
normale Brustdrüsenepithel aufweisen, sowie möglicherweise auch direkte 
Vorstufen des invasiven Mammakarzinoms bilden.  
Dazu nahmen wir die Tissue- Microarray- Technik zur Hilfe. Anhand dieser 
Technik besteht durch die Darstellung von Expressionsmustern verschiedener 
immunhistochemischer Marker die Möglichkeit ein vollständigeres Bild von einer 
Läsion zu gewinnen. Bei der Einführung dieser Technik bestanden zunächst 
noch Zweifel über die Validität dieser Technik. Verschiedenste Studien haben 
jedoch gezeigt, dass trotz des 0,6 mm durchmessenden Gewebepräparates die 
Proteinexpression noch repräsentativ zum Ursprungsgewebe ist. Zudem wurde 
weiterhin eine hohe Konkordanz zur herkömmlichen Gewebeanalyse dargestellt 
[42; 84].  
Durch die Tissue- Microarray- Technik kann, wie auch diese Arbeit zeigt, eine 
große Anzahl von verschiedenen Gewebeproben mit derselben 
immunhistochemischen Methode untersucht werden. Dies bedeutet, dass diese 
Methode einerseits im Gegensatz zur konventionellen Diagnostik histologischer 
Präparate, wie auch Packeisen et al. beschreiben, weniger zeitaufwendig ist, da 
die meiste Zeit bei den TMA´s in der Präparation des Rezipienten-Blockes aus 
Donor-Blöcken benötigt wird und nicht wie bei der bisherigen Methode bei dem 
Zuschnitt und der Anfärbung [66]. Andererseits können die Ergebnisse der 
Gewebeproben aus den Donorblöcken auf einem Rezipientenblock direkt 
miteinander verglichen werden, da es keine Unterscheidung bei der 
Färbemethode gibt. 
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Zudem erlaubt diese Technik eine umfangreiche Analyse über die Pathogenese 
verschiedener Tumore. Durch komplexe Methoden wie die Tissue- Microarray- 
Technik wird eine Bearbeitung verschiedener Gewebe und deren Anfärbung mit 
immunhistochemischen Antikörpern zur Darstellung der 
Proteinexpressionsmuster wie auch zur Darstellung der RNA- 
Expressionsmuster ermöglicht [42; 43; 73].  
Aufgrund der limitierten Anzahl von drei Mammaläsionen vom Typ der radiären 
Narbe und sechs vom Typ der phylloiden Tumore war eine signifikante 
Auswertung nicht möglich und somit wurden diese in der Ergebnisaufstellung 
nicht mehr mit aufgeführt. Des Weiteren wurden Gewebeproben (10 duktale 
Hyperplasien/ Skleradenosen, 1 atypische Hyperplasie/ fibroepitheliale 
Hyperplasie), die nicht einer eindeutigen Entität zugeordnet werden konnten, 
nicht weiter beurteilt, da es sonst zu Verfälschung der Ergebnisse kommen 
könnte. 
Somit erhoben wir unsere Daten anhand von 167 Fibroadenomen, 93 
Skleradenosen und 33 duktalen Hyperplasien, die mit monoklonalen 
Primärantikörpern (CK5/6, CK8/18, CK14, p53, p63, Ki-67, bcl-2, EGFR,           
c-erbB2, Cyclin D1, ER, PR ) angefärbt wurden. 
Ziel dieser Arbeit ist zum Einen die Ermittlung einer Definition von 
immunhistochemischen Expressionsmustern in den untersuchten benignen 
Mammatumoren mit erhöhtem Karzinomrisiko und zum Anderen die 
Ausarbeitung eines Vergleichs der ermittelten immunhistochemischen 
Expressionsmuster in benignen Mammatumoren mit Ergebnissen von invasiven 
Mammakarzinomen. 
In den letzten Jahren gewann die Cytokeratin- Bestimmung in Mammaläsionen 
immer mehr an Bedeutung. Es wurden verschiedenste Untersuchungen 
durchgeführt, wobei u.a. erkannt worden ist, dass Cytokeratine im gesunden 
Brustdrüsengewebe sowohl in den luminalen Zellen der Gänge und Azini als 
auch in den myoepithelialen Zellen exprimiert werden. Die luminalen Zellen 
weisen allerdings v.a. die zylinderepithelialen Cytokeratine (CK7, CK8, CK18, 
CK19) auf [55; 56; 75; 87]. Des Weiteren konnten im gesunden 
Brustdrüsenepithel zwei morphologisch unterschiedliche Zellstrukturen 
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beschrieben werden: die luminal gelegenen glandulären Zellen und die basal 
gelegenen myoepithelialen Zellen. Anhand weiterer Studien können diese zwei 
Zellstrukturen durch ihre Lokalisation und durch eine CK8/18 Positivität den 
glandulären Zellen und durch eine smooth muscle actin (SMA) Positivität den 
Myoepithelien zugeordnet werden [55]. In verschiedenen 
immunhistochemischen, in vitro und Genexpressions- Studien konnte zudem 
ein dritter CK5/14 positiver Zelltyp identifiziert werden, der sowohl im basalen 
wie auch im luminalen Epithel lokalisiert ist [11; 73].  
In unserer Studie konnte zwischen den untersuchten Fibroadenomen, duktalen 
Hyperplasien und Skleradenosen kein signifikanter Unterschied in der 
Expression von CK5/6, CK8/18 und CK14 (Medianwerte: CK5/6=20, 
CK8/18=60, CK14=5 bis 7,5) festgestellt werden. Boecker et al. beschreiben in 
einer Studie den CK5 positiven Zelltyp, der zunächst als myoepitheliale Zelle 
identifiziert wurde, als sogenannte Vorläuferzelle bzw. Stammzelle [12]. 
Boecker zeigt auf, dass sich aus diesen Vorläuferzellen zunächst CK5/14+ und 
CK8/18/19+ intermediäre luminale Zellen entwickeln können, die sich 
schließlich zum größten Teil zu CK5– und CK8/18/19+ und nur wenige zu CK5+ 
und CK8/18/19+ Mammakarzinomzellen differenzieren können. Außerdem 
beschreibt er CK5/14+ und SMA+ intermediäre myoepitheliale Zellen, die sich 
dann zu dem SMA+ Myoepithel entwickeln. Während CK5 in der Entwicklung 
der Mammakarzinomzellen runterreguliert wird, steigt im Gegenzug CK8/18 in 
den glandulären Zellen und SMA in den myoepithelialen Zellen an. Demnach 
würde eine umgekehrte Proportionalität zwischen der Expression von CK5 und 
CK8/18/19 im Verlauf der Entwicklung von Mammakarzinomen bestehen [15; 
16]. Diese Erkenntnis gab Anhaltspunkte dafür, dass anhand verschiedener 
Cytokeratinmuster in den Vorstufen eines Mammakarzinoms (v.a. CK5/6+) und 
im Mammakarzinom selbst (v.a. CK8/18+) eine Unterscheidung der Läsionen 
möglich ist. Somit könnte dieses sogenannte Stammzellmodell ein Hinweis auf 
unterschiedliche Regulationsmechanismen in der Zelle bei der Proliferation und 
Differenzierung sein [11; 15; 16; 17; 43].  
In einer Studie zeigten Boecker et al. eine CK5- Positivität in duktalen 
Hyperplasien (UDH), die sich dann über ein intermediäres Zellstadium in 
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glanduläre Zellen differenzieren, ähnlich der Entwicklung in der gesunden 
Brustdrüse [16]. Zudem wurde jedoch bei der ADH und in über 95% der 
untersuchten DCIS eine CK8/18/19 Positivität und eine CK5 Negativität 
angetroffen, was eine glanduläre Differenzierung vermuten ließ. Aufgrund 
dieser Ergebnisse erschien eine UDH (CK5+) als direkter Vorläufer einer ADH 
oder DCIS (CK5-, CK8/18/19+) eher unwahrscheinlich zu sein. 
Diese Studien zeigen, dass die Expression der Cytokeratine bei der 
Entwicklung verschiedenster Zellen eine große Rolle spielen und dass durch 
das Auftreten dieser Intermediärfilamente Typ 1 und 2 ein entsprechender Weg 
der Zelle bis unter anderem zur Entwicklung von malignem Gewebe vorgezeigt 
wird.  
In unserer Arbeit werden keine signifikanten Unterschiede bei der Expression 
von CK5/6, CK8/18 und CK14 in den verschiedenen untersuchten Läsionen der 
Fibroadenome, duktalen Hyperplasien und Skleradenosen gefunden. Die 
Begründung könnte darin liegen, dass es sich zum Einen bei dem bearbeiteten 
Gewebe nicht um direkte Vorläuferläsionen des Mammakarzinoms handelt. 
Zum Anderen kann die Hypothese aufgestellt werden, dass es doch Vorläufer 
von malignen Zellen sind. Dieses würde jedoch bedeuten, dass der Übergang 
vom benignen zu malignen Gewebe sehr unterschiedlich sein kann und dass 
der Entwicklungsweg der Zellen nicht immer nach dem gleichen Muster abläuft. 
Dieses würde somit auch eine nicht spezifische Verteilung der Cytokeratine bei 
der immunhistochemischen Anfärbung erklären. Auch Boecker et al. konnten 
keinen direkten Zusammenhang in der Entwicklung von der UDH zum ADH 
bzw. DCIS herstellen [16]. 
Auch Otterbach et al. beschreiben in einer Studie keine absoluten Ergebnisse 
zur Unterscheidung der duktalen Hyperplasien und ADH bzw. DCIS anhand 
alleiniger immunhistochemischer Methode mittels CK5/6 [65]. Der CK5/6- 
Antikörper kann in der Diagnostik nur als Ergänzung zum H&E gefärbten 
Präparat zur Differentialdiagnose duktaler Hyperplasien (starke CK5/6 
Immunreaktion) und ADH bzw. DCIS (keine bis sehr geringe CK5/6 
Immunreaktion) herangezogen werden. Ein identisches Reaktionsmuster des 
CK5/6- Antikörpers bei der ADH und DCIS ermöglichte keine 
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differentialdiagnostische Unterscheidung dieser beiden Läsionen und eine 
negative Immunreaktion in benignen proliferativen Läsionen ist auch nicht 
spezifisch für eine neoplastische Zelle. 
In dieser Arbeit wurde jedoch nicht nur das Expressionsmuster der Cytokeratine 
CK5/6, CK8/18 und CK14 erarbeitet, sondern auch noch weitere 
immunhistochemische Marker wie die Tumorsuppressorgene (p53, p63), c-
erbB2 und EGFR, bcl-2, Mib-1, Cyclin D1 und die Hormonrezeptoren (ER und 
PR) untersucht. 
In der Gesamtschau zeigen jedoch die untersuchten Läsionen Fibroadenome, 
Skleradenosen und duktale Hyperplasien alle ein sehr ähnliches 
Expressionsmuster, so dass keine signifikanten immunhistochemischen 
Unterschiede in der Gesamtheit der drei untersuchten Tumore gefunden 
werden konnten. Diese Ergebnisse können Hinweis darauf sein, dass sich die 
epitheliale Struktur dieser drei untersuchten Mammatumore untereinander, aber 
auch im Vergleich zu Expressionsstudien an normalem Brustdrüsengewebe, 
nicht signifikant unterscheidet.  
Ein guter Überblick über die Ergebnisse unserer Studie wird mithilfe der 
Errechnung der Medianwerte für jeden immunhistochemischen Marker in allen 
drei untersuchten Läsionen und in der Gesamtheit der Läsionen erreicht. Die 
Marker der erbB- Genfamilie (c-erbB2 und EGFR) zeigten anhand der Intensität 
der Anfärbung in den Zellen in allen Läsionen eine schwache Positivität. 
Zwischen den Antikörpern bcl-2 und Mib-1, die nach dem Prozentsatz positiver 
Zellen kategorisiert worden sind, besteht eher eine umgekehrte Proportionalität 
in den Geweben. (Medianwerte: bcl-2=90%, Mib-1=3%). Die Hormonrezeptoren 
(Östrogen- und Progesteronrezeptoren) werden in den untersuchten Läsionen 
eher weniger exprimiert (Medianwerte ER=5%, PR=11,25 bis 15%). 
Kleine Abweichungen wurden bei der Expression des p53-Proteins, des p63- 
Proteins, des Cyclin D1 und des CK14 zwischen der duktalen Hyperplasie und 
den anderen beiden benignen proliferativen Läsionen (Fibroadenom und 
Skleradenose) gefunden.   
Zur Diskussion steht, dass es sich hierbei um eine unterschiedliche 
Stammzellpopulation in der duktalen Hyperplasie gegenüber den anderen 
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Läsionen handelt, wie es auch bereits im Stammzellmodell von Boecker et al. 
beschrieben wird [17].  
Es konnte jedoch keine signifikante Unterscheidung zwischen unseren 
untersuchten Läsionen gefunden werden, wie diese in früheren Studien bei In 
situ Karzinomen und invasiven Mammatumoren mithilfe des Cytokeratin- 
Expressionsmusters aufgezeigt werden konnte [15; 16].  
Es gibt somit in dieser Studie kein Hinweis darauf, dass Fibroadenome, 
Skleradenosen und duktale Hyperplasien sich als Vorstufen von invasiven 
Mammakarzinomen in der weiblichen Brust manifestieren. 
Mithilfe immunhistochemischer Marker wurden bereits von Korsching et al. 
verschiedene Expressionsmuster in Mammakarzinomen dargestellt [43]. Hierbei 
wurde angenommen, dass CK5/6+ Mammakarzinome aus anderen 
Vorläuferzellen entstehen, als CK8/18+ Karzinomzellen. Mit Zunahme der 
CK8/18+ Zellen in den untersuchten Läsionen wurde eine deutliche Abnahme 
verschiedener immunhistochemischer Marker (Ki-67, EGFR, p53) beobachtet, 
wohingegen bei CK5/6 negativen bzw. reduzierten Expressionsmuster ein 
Anstieg von c-erbB2, ER, PR, bcl-2 auffällig war. Dies führte zur Vermutung, 
dass die Entstehung des Mammakarzinoms aus der glandulären Zellreihe 
(CK8/18+) mit einer besseren Prognose einhergehen könnte als die Entstehung 
aus den so genannten Stammzellen(CK5/6+). 
Eine weitere Möglichkeit zur Beurteilung der Expression verschiedener 
immunhistochemischer Marker in bestimmten Läsionen besteht in der Bildung 
bestimmter Gruppen, den sogenannten Clustern. Korsching et al. führten dieses 
bereits an invasiven Mammakarzinomen durch [43]. In der entsprechenden 
Studie konnten Korsching et al. bei der Analyse der invasiven 
Mammakarzinome zwischen drei Clustern unterscheiden, die sich aus CK5/6, 
CK8/18 und c-erbB2 Clustern bilden. Zudem wurde erkannt, dass CK5/6 
positive Mammakarzinome im allgemeinen negativ für Östrogen- und 
Progesteronrezeptoren waren, aber eine hohe Proliferationsrate (Ki-67, Cyclin 
A) und eine vermehrte Expression von p53 und EGFR zeigten, was für eine 
aggressive Tumorentität spricht. Die CK5/6 negativen Tumore präsentierten 
eine deutlich geringere Proliferationsrate und eine vermehrte Expression von 
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bcl-2 und c-erbB2, sowie weniger genetische Alterationen. Diese Erkenntnisse 
weisen auf verschiedene Subgruppen in Mammakarzinomen hin, die 
unterschiedliche Proteinexpressionsmuster und genetische Alterationen 
aufweisen und somit eine Unterscheidung ermöglichen. 
Auch in dieser Arbeit führten wir eine Clusteranalyse durch. Die Ergebnisse 
wurden jedoch nicht näher aufgeführt. In der Clusteranalyse unserer Studie 
konnten innerhalb der untersuchten benignen Tumore mit erhöhten 
Brustkrebsrisiko (Fibroadenome, duktale Hyperplasien, Skleradenosen) auch 
verschiedene Cluster herausanalysiert werden. Beim Vergleich der 
Clusterbäume der Fibroadenome, Skleradenosen und duktalen Hyperplasien 
untereinander werden Übereinstimmungen gefunden. Gegenüber der Analyse 
an invasiven Mammakarzinomen von Korsching et al. stellte sich bei den 
prämalignen ein anderes Expressionsmuster der verschiedenen 
immunhistochemischen Marker dar. Zudem fanden wir bei den untersuchten 
Mammatumoren keine eindeutige Korrelation zwischen den 
Tumorsuppressorgenen, Hormonrezeptoren, Proliferationsmarkern usw. und 
der Expression bestimmter Cytokeratine. 
Zusammenfassend müssen aufgrund unterschiedlicher Ergebnisse 
verschiedene Erklärungsansätze für die Cytokeratinexpression in 
neoplastischen Zellen der weiblichen Brustdrüse angeführt werden. 
Zum Einen wird angenommen, dass sich die neoplastischen Zellen der 
atypischen duktalen Hyperplasien, der In-Situ Karzinome und der invasiven 
Karzinome aus bestimmten Vorläuferzellen entwickeln, die Ck5/6 nicht 
exprimieren. Da die Cytokeratine als relativ konservative Proteine angesehen 
werden, würde diese Hypothese auch die weitestgehend bestehende 
Kontinuität der Cytokeratinexpression von Epithelien in Bezug ihrer Leitkeratine 
auch bei maligner Zelltransformation stützen [53; 54; 55].  
Des Weiteren gibt es anhand der Ergebnisse unserer Studie durch die 
Ermitttlung von immunhistochemischen Expressionsmustern keine Hinweise 
darauf, dass es sich bei den untersuchten Tumoren um Vorstufen eines 
invasiven Mammakarzinoms handelt.  
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Dies führt zu nachstehenden Schlussfolgerungen aus dieser Studie. 
Generell besteht eine Übereinstimmung zwischen konservierten 
Regulationsmechanismen zwischen normalen Brustdrüsenepithel, postulierten 
Vorstufen des invasiven Mammakarzinoms oder Läsionen mit erhöhtem 
lokalisiertem oder generalisiertem Brustkrebsrisiko, wie dem Fibroadenom, der 
Skleradenose und der duktalen Hyperplasie sowie dem sog. „basalen“ 
Mammakarzinom. Aufgrund des Expressionsprofils von CK5 und CK14 
erscheint eine direkte Vorläuferrolle jedoch unwahrscheinlich.  
Weitere zellbiologische Studien sind dringend notwendig um hierüber 
letztendlich Aufschluss geben zu können und um die komplexen Mechanismen 
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9.3 Abkürzungen 
ADH   atypische duktale Hyperplasie 
ALH   atypische lobuläre Hyperplasie 
AP   Alkalische Phosphatase 
Aqua dest.  Aqua destillata 
Bcl-2  B-cell-leukaemia and lymphoma 2 gene 
BRD   Bundesrepublik Deutschland 
bzw.   beziehungsweise 
CDK   cyclin dependent proteinkinase 
c-erbB2  erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 
CK   Cytokeratin 
DCIS  duktales Carcinoma in situ 
DH   duktale Hyperplasie 
DNA   deoxyribonucleic acid 
d.h.   das heißt 
EDT   extralobulare ductus terminale 
EEC   ectrodactily, ectrodermal dysplasia and facial clefts 
EGFR  Epidermal Growth Factor Receptor 
ER   Estrogene Receptor 
FA   Fibroadenom 
FISH  Fluorescence in situ hybridization 
g   Gramm 
HE   Hämatoxylin- Eosin 
HER-2  Human epidermal growth factor receptor type 2 
HWZ  Halbwertszeit 
kDA   Kilosdalton 
Ki-67  Kiel Type 67 (Antigen) 
l   Liter 
LCIS  Carcinoma lobulare in situ 
LSAB  Labelled Strept Avidin Biotin 
n   kein Epithel 
M   Mol 
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mM   Milli Mol 
Mib-1  Made in Borstel Type 1 (Antikörper) 
min   Minuten 
ml    Milliliter 
mm   Millimeter 
p53   Phosphoprotein Typ 53 
p63   Phosphoprotein Typ 63 
PR   Progesteron Receptor 
pRb   Retinoblastoma Protein 
RNA   Ribonucleic acid 
RNA- ISH  Ribonucleic acid in situ hybridization 
SA   Sklerosierende Adenose, Skleradenose 
SMA  smooth muscle protein 
TDLE  Terminale duktulo- lobuläre Einheit 
TMA   Tissue Microarray 
u.a.   unter anderem 
UDH  Usual Duktal Hyperplasia 
USA   United States of America 
v.a.   vor allem 
z.B.   zum Beispiel 
µl   Mikroliter 
µm   Mikrometer 
°C   Grad Celsius 
 
 
 
 
 
